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Implication de la voie Notch et de son ligand DNER dans I’inflammation liée aux
lymphocytes Th17 et médiée par les cellules souches adipocytaires, au sein du tissu

adipeux du sujet obése

Au cours de 1’obésité, le tissu adipeux (TA) est progressivement infiltré par des cellules
immunitaires inflammatoires dont les lymphocytes Th17, et dont I’activation est médiée par les
cellules souches adipocytaires d’origine mésenchymateuse du sujet obese (CSAob) ainsi que
par les adipocytes. Ceci initie une insulino-résistance au sein du TA, et contribue aux
mécanismes induisant le diabete de type 2 (DT2). La voie de signalisation Notch est connue
pour réguler le phénotype des lymphocytes T, et DNER, un ligand non-canonique de cette voie,
est lui-m&me connu pour inhiber I’adipogenése, et dont le géne codant est un géne impliqué
dans la susceptibilité au diabéte de type 2. Ces données nous ont conduit a évaluer I’implication

de DNER et de Notch dans le mod¢le d’inflammation médié par les CSAob.

A l'aide d’un modele humain de co-culture entre des CSAob et des cellules immunes
conduisant a la production d'IL-17A, I’implication de la voie Notch a été évaluée en utilisant
un inhibiteur de la gamma sécrétase nécessaire a 1’activation de cette voie. J’ai pu montrer son
role dans I’activation des lymphocytes Th17. Comme DNER est impliqué dans I’inhibition de
I’adipogenese, et dans la susceptibilit¢ au diabéte de type 2, j’ai par la suite analysé son
éventuelle implication dans ce modéle, a 1'aide d’ARN interférent d¢ DNER (siDNER). Les
résultats in vitro ont confirmé cette hypothese. Par la suite, j’ai évalué 1'effet de la délétion de
DNER in vivo dans des souris rendues génétiquement déficientes pour le gene DNER. Celles-
ci ont été nourries avec un régime hypercalorique ou normocalorique pendant 16 semaines et
deux groupes de souris sauvages soumises aux mémes régimes ont été utilisés comme controles.
Une augmentation de 1'expression du TNF-a, de 1'[L-6 et de I'lFNy dans les TA viscéral et sous-
cutané a permis de démontrer I’inflammation du TA dans le groupe des souris sauvages
surnourries. De facon intéressante, le KO de DNER a inhibé I’expression de TNF-a et de I'ITFNy
dans le TA sous-cutané et de I"'[FNy dans le TA viscéral, en comparaison aux souris sauvages.
De plus, une amélioration de I’homéostasie glucidique et lipidique ainsi qu’une diminution de

la stéatose hépatique et une diminution du poids des souris et de leur TA ont été observées.
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Nos résultats démontrent donc le role de Notch et de son ligand DNER dans
I’inflammation du TA des sujets obeses, et dans le syndrome métabolique. Ceci suggere de
nouvelles pistes pour le traitement de 1’inflammation chronique associée a I’obésité et ses

conséquences métaboliques.

Mots clés : obésité, inflammation du tissu adipeux, cellules souches adipocytaires, Th17,

Notch, DNER

Involvement of the Notch pathway in inflammation linked to IL-17A and

mediated by adipose derived-stem-cell from obese subjects

During obesity, adipose tissue (AT) is progressively infiltrated by immune cells
including inflammatory Th17 lymphocytes secreting IL-17A, which activation is mediated by
adipose-derived mesenchymal stem cells (0bASCs) and as adipocytes. This contributes to the
initiation of insulin resistance in adipose tissue, and subsequent type 2 diabetes. The Notch
pathway is known to regulate helper T cell differentiation. DNER is a non-canonical NOTCH
ligand, known to inhibit adipogenesis, and to be encoded a susceptibility gene for type 2
diabetes. Therefore, these data led us to investigate the involvement of NOTCH and DNER in

obASCs-mediated inflammation.

We demonstrated the involvement of the Notch pathway in a human co-culture model
using obASCs and immune cells and known to result in IL-17A secretion following activation
with mitogen. Using the Notch inhibitor, DAPT which inhibits gamma-secretase, I was able to
show the role of Notch in IL-17A secretion. I analyze DNER putative involvement in this in
vitro model. I used DNER interfering RNA (siDNER). Results confirmed this hypothesis by
showing a decrease of IL-17A secretion in the presence of siDNER. Further, I have also
evaluated the effects on AT inflammation of DNER deletion in vivo using DNER-deficient
mouse model. Wild type (WT) or DNER KO mice were fed with a hypercaloric or normocaloric
diet for 16 weeks. Adipose tissue inflammation was confirmed through increased expression of
TNFa, IL-6 and IFNy in visceral and subcutaneous adipose tissue. Interestingly, DNER-KO

mice showed decreased expression of TNFa and I[FNy in subcutaneous AT and IFNy in visceral
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AT, compared to wild-type mice. In addition, an improvement in glucose and lipid homeostasis
and a decrease in mouse weight and AT weight were observed. Moreover, hepatic steatosis also

decreased.

Our results therefore show the implication of Notch and its ligand DNER in AT
inflammation during obesity, and in the subsequent metabolic alterations. This suggests new
approaches for the treatment of obesity-associated chronic inflammation and its metabolic

consequences.

Keywords : obesity, adipose tissue inflammation, adipose-derived stem cells, Th17, Notch,
DNER
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Obésité Obésité
Sévere Morbide

35a39,9

Indice de Masse corporelle

Figure 1 : Les différents seuils d’indice de masse corporelle (IMC)
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I. Obésité et pathologies associées

Le surpoids et I’obésité sont définis comme une accumulation anormale ou excessive de
masse corporelle représentant un risque pour la santé. L’indice de masse corporelle (IMC) est
un calcul qui permet d’estimer le surpoids et 1’obésité chez 1’adulte. L’IMC se calcule en

divisant le poids d’un individu par le carré de sa taille.

_ masse (kg)

IMC = ille (m) 2

Pour I’individu adulte, le surpoids est défini par un IMC supérieur ou égal a 25 kg/m? et
1I’obésité par un IMC supérieur ou égal a 30 kg/m2. De 35 a 40 kg/m2, on parle d’obésité sévere

et au-dessus de 40 kg/m? d’obésité massive (Figure 1).

La prévalence du surpoids et celle de 1’obésité ont doublé depuis 1980 au point que pres
d’un tiers de la population mondiale est considérée en surpoids ou obese (Reddy, 2016) et la
prise de poids excessive est associée a un grand nombre de comorbidités (Chehimi et al., 2017)
notamment : le diabete de type 2 (DT2), les pathologies cardiovasculaires, les maladies
inflammatoires chroniques telles que le psoriasis ou la sclérose en plaques, les pathologies
musculosquelettiques (Anandacoomarasamy et al., 2008), la maladie d’Alzheimer (Anstey et
al., 2011) ou encore certains types de cancers (Basen-Engquist and Chang, 2011). Toutes ces
pathologies ont pour effet de diminuer la qualité de vie, la productivité et d’augmenter le cott
des soins médicaux. Les cofits direct et indirect attribuables a 1’obésité équivaudraient a 0,47-
0.61% du PIB en Europe (von Lengerke and Krauth, 2011). Aux Etats-Unis, ces cofits sont
estimés a pres de 149.4 milliards de dollars (Kim and Basu, 2016).

D’aprés 1’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) en 2016 plus de 1,9 milliards de
personnes, de plus de 18 ans, étaient en surpoids et 650 millions étaient considérées comme
obeses, soit respectivement 39% et 13% de la population mondiale pour cette tranche d’age
(Figure 2). Cette pandémie touche également les enfants puisqu’en 2019, ’OMS estimait que
38,2 millions d’enfants de moins de 5 ans étaient en surpoids ou obeses. De plus, pour les
enfants entre 5 a 19 ans 340 millions étaient considérés comme obeses ou en surpoids. Le
surpoids et I’obésité sont maintenant classés comme 5¢me cause de mortalité dans le monde.

Plus spécifiquement, en France, une étude trés récente menée pour la « Ligue contre 1’obésité »
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a déterminé qu’en 2020, 47,3% des Frangais étaient en situation d’obésité et/ou de surpoids
dont environ 17 % d’obéses (Figure 3). L’obésité massive a notamment doublé de 2009 a 2020

touchant pres de 1 million de Frangais (Etude OBEPI-ROCHE 2020).

Historiquement, 1’obésité était un probléme touchant principalement les pays
développés mais actuellement le surpoids et I’obésité sont également en augmentation dans les
pays moins développés. Aujourd’hui, a 1I’échelle mondiale, le surpoids et 1’obésité sont
responsables de plus de décés que I’insuffisance pondérale, hormis dans certains pays de

I’ Afrique subsaharienne et d’Asie.

L’obésité est le résultat d’une balance positive entre apport et dépense énergétique, ce
qui entraine un bilan énergétique positif et conduit a un exces de poids. Ce déséquilibre est en
partie due aux nombreux changements de mode de vie, tel qu’observé dans les sociétés

industrialisées (Figure 4).

Nous pouvons actuellement observer dans les Sociétés occidentales, I’augmentation de
la consommation d’aliments bon marché et riches en énergie, tels que les « Fast-food », du
grignotage, de la consommation de boissons sucrées et une diminution en apports de fibres, de

vitamines et de minéraux.

Au-dela de I’alimentation, notre mode de vie devient également de plus en plus
sédentaire. L utilisation des transports en commun ou de la voiture pour nos déplacements
participent a une baisse de nos dépenses énergétiques. De plus, I’augmentation du temps passé
devant des écrans comme les jeux-vidéos ou la télévision augmente le risque d’obésité et du
DT?2 (Boone et al., 2007; Hu et al., 2003). Le manque de sommeil est également lié a une
augmentation du poids corporel. Aussi, il a ét¢ démontré que la diminution du nombre d’heures
de sommeil augmente 1’appétit et la faim (Spiegel et al., 2004) et est corrélée a 'IMC
(Gangwisch et al., 2005). Enfin, le stress induit un phénomene de compensation par la

surconsommation d’aliments riches en acides gras et en sucres (Jadskeldinen et al., 2014).

Les perturbateurs endocriniens, tels que les dioxines, les PCB (Polychlorobiphényle),
les phtalates ou encore les bisphénols sont de plus en plus présents dans notre environnement

et sont associés au risque d’obésité et du DT2 (Yang et al., 2017). Toutes ces molécules
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polluantes interférent avec la signalisation hormonale et favorisent la prise de poids, notamment
lorsqu’elles sont combinées (Le Magueresse-Battistoni et al., 2018). Le tabac fait également
partie des polluants de I’environnement qui participent au développement de I’obésité (Cena et

al., 2011).

Parmi les facteurs environnementaux impactant la prise de poids, le microbiote
intestinal a également son rdle a jouer. Une dysbiose du microbiote intestinal, qu’elle soit liée
a un changement des populations bactériennes ou un déséquilibre des especes présentes

initialement, est associée au développement de 1’obésité (Turnbaugh et al., 2006).

Les facteurs génétiques sont également impliqués dans le développement de I’obésité.
En effet, prédispositions génétiques et antécédents familiaux augmentent également le risque
de devenir obese. Des études de séquencage a grande échelle du génome (GWAS, genome-
wide association studies) ont permis de mettre en évidence plus de 300 loci associés au
phénotype obese (Gonzdlez-Muniesa et al., 2017). Il n’existe donc pas qu’un seul gene de
susceptibilité a 1’obésité. Sauf dans de rares cas, on parle alors d’« obésité monogénique ». Les
causes monogéniques d’obésité restent néanmoins relativement rares et concernent soit le géne
de la leptine ou celui de son récepteur, soit le systtme mélanocortine. Ainsi, une mutation du
gene de la leptine ou de son récepteur (dont la prévalence est tres faible) est connue pour
conduire a une obésité sévere associée a une hyperphagie précoce (Dubern and Clement, 2012).
Des mutations de la pro-opiomélanocortine (POMC) ou encore du récepteur 4 a la
mélanocortine (MC4R) sont associées a une hyperphagie (Rohde et al., 2019). Au-dela des
mutations génétiques, I’épigénétique est connue pour €tre associée a la mise en place de
I’obésité (Herrera et al., 2011). L’épigénétique module 1’expression du génome en fonction des
parametres environnementaux. Les mécanismes épigénétiques jouent un role tout au long de la
vie mais leur impact est d’autant plus important au cours du développement. Des altérations
environnementales durant le développement comme un stress nutritionnel maternel
(Surnutrition, Obésité, Carence alimentaire) en modifiant les marques épigénétiques peuvent
altérer les fonctions cellulaires et tissulaires de la descendance. C’est le concept de la

« Developmental Origin of Health and Diseases” (DOHAD) (Gillman, 2005).

Enfin, les comportements sociaux peuvent également contribuer a I’augmentation de la
prévalence de 1’obésité. En effet, une étude a montré que le risque qu’un individu devienne
obese augmente de 57%, si un de ses ami proche est lui-méme obese. Cet effet a également été
observé au sein de couples, si 1'un des conjoints devient obese, la probabilité que 1'autre conjoint

le devienne également augmente de 37 %. Les auteurs expliquent ce phénomene en partie par
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une modification du comportement alimentaire au contact de certaines personnes (Christakis

and Fowler, 2007).

Le déséquilibre énergétique qui conduit a I’obésité engendre un grand nombre de
complications. Les comorbidités associées a 1’obésité sont nombreuses mais on peut notamment
citer : le DT2, I’hypertension artérielle, les pathologies cardiovasculaires, les pathologies
musculosquelettiques, les maladies inflammatoires chroniques et/ou auto-immunes, ou encore

le cancer. La figure 5 regroupe les principales comorbidités en lien avec 1’obésité.

L’excés de masse corporelle est associé a I’augmentation du risque du syndrome
métabolique. Un syndrome métabolique est défini par, au moins trois criteres (Alberti et al.,

2000).

- Hypertriglycéridémie : > 1.7 mmol/l

- Hypercholestérolémie : HDL cholestérol < 1,03 mmol/l (homme) ;<1,29 mmol/l
(femme)

- Hypertension artérielle : >130/85 mmHg

- Tour de taille élevé : >94 cm (homme) ; >80 cm (femme)

- Hyperglycémie a jeun : >5,6 mmol/l

Ce syndrome métabolique peut par la suite conduire a des pathologies comme le DT2 et

augmenter le risque des complications.

Parmi ces criteres se trouve le tour de taille. Il a été démontré qu’un tour de taille élevé
est prédicteur d’une résistance a 1’insuline, on parle d’état de prédiabete (Haghighatdoost et al.,
2017). Le DT2 est une pathologie qui se développe progressivement. Dans un premier temps,
I’apport élevé en glucose conduit a une production excessive d’insuline afin de réguler au mieux
la glycémie. La surstimulation des cellules sensibles a 1’insuline (foie, muscle, tissu adipeux)
conduit a une diminution de leur réponse a I’insuline puis a une insulino-résistance conduisant
a ’'impossibilité de faire rentrer le glucose dans les cellules cibles. La glycémie n’est donc plus
régulée et entraine une hyperglycémie chronique. Par la suite, les cellules B pancréatiques, qui
produisent 1’insuline, augmentent leur quantité de production, jusqu’a épuisement.

L’hyperglycémie associée a un épuisement des cellules 3 pancréatiques conduit au DT2. Les
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principaux criteres du DT2 sont une glycémie a jeun supérieure a 1,26g/L lors de deux mesures,
ou une glycémie supérieure a 2g/L. a n’importe quel moment. En 2014 le nombre d’individus
adultes diabétiques atteignait 422 millions soit 1 personne sur 11 adultes. Le DT2 représente

pres de 90% des cas de diabete dans le monde, di principalement a une surcharge pondérale et

donc possiblement évitable (OMS, 2016).

L’obésité ainsi que le DT2, représentent également des facteurs de risque majeurs pour
les pathologies cardiovasculaires. Les maladies cardiovasculaires associées a 1’obésité sont
notamment [’hypertension artérielle, 1’insuffisance coronarienne, ou encore les accidents
vasculaires cérébraux. Toutes ces pathologies sont généralement dues a une dyslipidémie qui
est associée a I’obésité. Cette dyslipidémie participe a 1’athérosclérose responsable notamment
d’infarctus du myocarde et d’accidents vasculaires cérébraux. D’ailleurs, de fagon intéressante,
il a été¢ démontré que I'IMC est corrélé au risque d’infarctus du myocarde et ce, méme en

I’absence de syndrome métabolique (Thomsen and Nordestgaard, 2014).

L’obésité est également un facteur de risque important pour la stéatohépatite non
alcoolique. Cette pathologie est caractérisée par une accumulation de graisses hépatiques
associées a une inflammation. En effet, au cours de 1’obésité, I’abondance de lipides et de sucres
dans la circulation participent a la formation de dépots ectopiques de tissu adipeux, notamment
au niveau du foie. La stéatohépatite non alcoolique peut conduire a une fibrose puis a une

cirrhose (Polyzos et al., 2019).

L’obésité augmente également le risque de cancer. En effet, il a été établi une corrélation
entre le risque de cancer et un IMC élevé. Une étude prospective sur plus de 900 000 individus
a démontré qu’un IMC > 40 kg/m?2, augmente la mortalité de toutes les causes de cancer de 62
9% pour les Hommes et 52% pour les Femmes par rapport a un IMC normal (Calle et al., 2003).
Un IMC élevé est également corrélé a une augmentation du risque de développer des cancers
de l'eesophage, de 1’estomac (Levi et al., 2018), du cdlon , du rectum, du foie, de la vésicule
biliaire, du pancréas (Li et al., 2009), des reins, du sein (Key et al., 2003) mais également
certains lymphomes non hodgkiniens et myélome multiple (Pi-Sunyer, 2009). Le lien entre
obésité et cancer est, entre autres, dii aux adipokines pro-inflammatoires sécrétées par le tissu
adipeux au cours de 1’obésité. Nous détaillerons d’ailleurs ces adipokines dans un prochain
chapitre. L’insulinorésistance et [’hyperinsulinémie, souvent retrouvés chez les sujets
présentant une obésité favorisent également le développement du cancer. En effet, I’insuline est
une hormone pro-mitotique et anti-apoptotique, ce qui favorise le développement de tumeurs

(Gupta et al., 2002).
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L’obésité est associée a une inflammation chronique de bas grade avec notamment la
production au niveau du tissu adipeux de cytokines et d’adipokines pro-inflammatoires. De ce
fait, I’obésité est connue pour aggraver les maladies inflammatoires chroniques. Aussi dans la
polyarthrite rhumatoide, la prévalence de la polyarthrite est corrélée a I’augmentation de I’'IMC
(Crowson et al., 2013; Feng et al., 2019). De plus, il a été démontré que 1'obésité est un facteur
de risque de la sclérose en plaques (Gianfrancesco and Barcellos, 2016) et entraine une plus
faible réponse aux traitements dans cette pathologie (Huppke et al., 2019). L’obésité est
¢galement un facteur de risque important du psoriasis. En effet, durant I’obésité une
augmentation des acides gras libres circulants est observée, ces mémes acides gras sont

impliqués dans la pathogenese du psoriasis (Kunz et al., 2019).

Enfin, il fut un temps supposé que 1’obésité pourrait également étre un facteur aggravant
pour des pathologies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer et la maladie de
Parkinson. En effet, certaines cytokines pro-inflammatoires telles que I’interleukine-1 (IL-
1B), I'interleukine-6 (IL-6), le « Tumor necrosis factor-a » (TNF-a) ou encore des dérivés
réactifs de I’oxygene sont impliqués dans la progression de ces maladies. Ces mémes facteurs
pro-inflammatoires sont retrouvés augmentés durant 1’obésité et seraient donc impliqués dans
I’aggravation de ces pathologies neurodégénératives (Mazon et al., 2017). Néanmoins, une
étude récente a tres grande échelle portant sur 3,6 millions de personnes remet en cause cette
hypothese. En effet, les auteurs ont montré que I’augmentation de I’IMC n’est pas corrélée avec
la gravité des pathologies neurodégénératives. A I’inverse un IMC inférieur a 18,5 (sous poids)
est corrélé avec un risque accru de déces, suite au développement de ces pathologies et

augmente également le risque de dépression (Bhaskaran et al., 2018).

Au cours de 1’obésité, le tissu adipeux subit de multiples modifications tant
fonctionnelles que structurelles, ce qui pourrait en partie expliquer les comorbidités associées.
Dans les chapitres suivants nous détaillerons la structure et la fonction du tissu adipeux sain

ainsi que les modifications que subit ce dernier durant I’inflammation liée a 1’obésité.
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II. Le tissu adipeux blanc sain et pathologique

Chez ’Homme adulte, le tissu adipeux peut étre classifié en trois catégories : le tissu
adipeux blanc, qui représente 95 % de la masse de tissu adipeux, le tissu adipeux brun (1 a 2
%) et enfin le tissu adipeux beige. Ce dernier est difficilement quantifiable car il correspond a
des groupes de cellules incluses dans le tissu adipeux blanc. Le tissu adipeux blanc est le
principal site de stockage d’énergie a long terme, alors que le tissu adipeux brun et beige

exercent un role dans la régulation thermique (Frayn et al., 2003).

Le tissu adipeux blanc est capable de stocker de grandes quantités d’énergie et ce, sous
forme de triglycérides (TG). Ces réserves sont utilisées lors de périodes de jetine ou d’effort
physique prolongé par exemple, quand les réserves glucidiques viennent a s’épuiser.
Néanmoins, depuis plusieurs années, suite a la découverte de la leptine (Friedman et al., 1991;
Zhang et al., 1994), le tissu adipeux blanc n’est plus considéré comme un simple tissu de

stockage mais également comme un tissu endocrine a part entiere.

La localisation du tissu adipeux blanc

Le tissu adipeux blanc représente entre 15 et 20 % de la masse corporelle chez I’homme
et 20 a 25 % chez la femme. Il peut étre séparé en deux catégories : le tissu adipeux blanc
viscéral (TAvis) et le tissu adipeux sous cutané (TAsc). Le premier est composé du tissu
adipeux omental, mésentérique, rétropéritonéal, gonadique et péricardique (Wajchenberg,
2000). Le TAsc, lui, est localis¢ comme son nom I’indique sous la peau, autour des hanches,

des fesses (Glutéal), des cuisses (Fémoral), des bras et de ’abdomen (Figure 6).

La localisation des différents dépdts de TA est importante puisque selon cette derniere
les propriétés du tissu adipeux sont différentes. Le TAsc est le principal site de stockage
d’énergie sous forme d’acide gras puisqu’il correspond a 80 % du stock de masse grasse a 1’état
physiologique (Lee et al., 2013), le TAvis est donc un organe de stockage secondaire.
L’expansion du TAsc est considérée durant 1’obésité comme protectrice (L. E. Gyllenhammer
et al., 2016), alors que ’expansion du TAvis est liée a un risque accru de développer des

complications métaboliques telles que le DT?2 et les pathologies cardiovasculaires (Després and

37



Tissu adipeux du sujet mince

Digestion
enzymatique

Adipocytes Fraction stromale
(20 a 4) vasculaire

Cellule souche Cellule
adipocytaire endothéliale

Lymphocyte Macrophage Eosinophile

T régulateur M2
iNKT

Lymphocyte
inné type 2

Mastocyte

Figure 7 : Composition du tissu adipeux blanc chez ’Homme.

38



Lemieux, 2006). En effet, le TAsc a une meilleure propension au stockage des TG de fagon
durable limitant ainsi le relargage d’acides gras libres et donc de dépdts ectopiques de tissu
adipeux (Carobbio et al., 2017). Cette capacité est liée a une capacité de différenciation plus
importante des cellules progénitrices du TAsc (adipogenese) (Macotela et al., 2012) et a une

sensibilité moins importante a la lipolyse (Lafontan and Langin, 2009).

La composition du tissu adipeux blanc

Le tissu adipeux blanc était a I’origine, considéré comme un tissu homogene composé
en grande partie par des adipocytes blancs. Néanmoins, de nombreuses études ont permis de
mettre en évidence son hétérogénéité. En effet, seulement 20 a 40 % des cellules du tissu
adipeux sont des adipocytes et pres de 60 a 80 % des cellules sont non adipocytaires (Tsiloulis
and Watt, 2015). La digestion du tissu par I’emploi d’enzymes telles que la collagénase permet
de mettre en évidence la fraction vasculaire stromale (SVF), qui regroupe les cellules non
adipocytaires (Rodbell, 1964). La SVF est composée de cellules progénitrices (pré-adipocytes,
cellules souches adipocytaires (CSA), de cellules du compartiment vasculaire (péricytes,
cellules endothéliales) et de cellules immunes (macrophages, neutrophiles, mastocytes,
éosinophiles, cellules dendritiques, cellules lymphoides innées, lymphocytes T, de lymphocytes
B et iNKT) (Figure 7). Nous verrons dans le chapitre suivant comment 1’obésité induit une
altération de nombre et de la qualité de toutes les cellules composants et infiltrants le TA, tant
au niveau de leur taille, leur fonction ou encore de leur sous-type. Le tissu adipeux est organisé
sous forme de lobules constitués de stroma et délimités par une matrice extracellulaire, le septa.
Le stroma contient notamment les pré-adipocytes exprimant MSCA1 et dont le nombre
augmente durant 1’obésité au sein du TAsc de maniere plus importante que dans le TAvis

(Esteve et al., 2019).

L’adipocyte blanc est spécialisé dans I’accumulation de lipides. Les adipocytes matures
sont des cellules sphériques constituées principalement d’une unique grosse gouttelette
lipidique composée de TG et d’un petit noyau localisé€ sur le bord de la cellule. Leurs principales
fonctions sont : la lipogenese a partir de glucose et d’acides gras libres non estérifiés (AGNE),
ainsi que la lipolyse qui permet de libérer trois acides gras libres plus une molécule de glycérol.
Les adipocytes ainsi que les cellules de la SVF sont également capables de sécréter des
adipokines exercant des fonctions endocrines. Nous allons maintenant détailler les fonctions du

tissu adipeux blanc.
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La lipogenese

La synthese des TG nécessite deux substrats principaux ; les acyl-CoenzymeA (CoA) et
le glycérol-3-phosphate dont les précurseurs métaboliques sont les AGNE et le glucose. Les
AGNE circulants sont transportés par des lipoprotéines (Chylomicrons et VLDL). Au niveau
du tissu adipeux blanc, les AGNE présents dans les lipoprotéines sont hydrolysés par la
lipoprotéine lipase (LPL), présente dans I’endothélium vasculaire et dont I’activité est stimulée
par I’insuline (Merkel et al., 2002). Les AGNE entrent ensuite dans 1’adipocyte. Néanmoins,
les AGNE ne peuvent pas diffuser de facon passive a travers la membrane plasmique. Ils sont
captés par des transporteurs ancrés a la membrane : la protéine CD36 (Abumrad et al., 1993)
responsable de la majorité de ’entrée des AGNE (Ibrahimi and Abumrad, 2002) et la protéine
de transport des acides gras (Fatty acid transport protein, FATP) (Schaffer and Lodish, 1994).
Une fois présent dans le cytosol, les AGNE sont transportés par les protéines FABP4/aP2 qui
sont codées par le gene FABP4 (Baxa et al., 1989). Les AGNE sont ensuite métabolisés en
Acyl-CoA par I’Acyl-CoA synthase et estérifiés en TG via 1’ajout d’un glycérol-3-phosphate.
La synthese de TG nécessite 3 AGNE et 1 glycérol-3-phosphate, la molécule de TG est ensuite
stockée au sein de la gouttelette lipidique de I’adipocyte (Feve and Mercier, 2007) (Figure 8A).
Le glycérol-3-phosphate provient quant a lui du glucose circulant. Il entre dans les adipocytes
via le transporteur de glucose 4 (GLUT4) membranaire. L’absorption du glucose dans la cellule
est stimulée par I’insuline qui induit la translocation du transporteur GLUT4 intracellulaire vers
la membrane (Leto and Saltiel, 2012). Une fois dans 1’adipocyte, le glucose donne du glycérol-
3-phosphate, apres avoir été phosphorylé par 1’hexokinase pour donner du glucose-6-
phosphate, induisant alors la synthese de métabolites intermédiaires le fructose-6-phosphate,
puis le fructose-1,6-bisphosphate, et le dihydroxyacétone phosphate. La lipogenese est régulée
positivement par I’insuline car en plus d’induire la translocation du GLUT4 vers la membrane,
elle active et induit I’expression de la LPL (Fried et al., 1993) et stimule I’expression et la

translocation a la membrane du FATP (Stahl et al., 2002).

La lipolyse
A T’inverse, la lipolyse permet la libération des AGNE par hydrolyse des TG de la

gouttelette lipidique (Duncan et al., 2007). Les TG sont hydrolysés par 1’action de trois lipases
I’ « Adipose triglyceride lipase » produisant du diacylglycérol, puis 1’ « hormone-sensitive

lipase » hydrolysant le diacylglycérol en monoacylglycérol et enfin la « monoacylglycerol
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lipase » catalysant la synthése d’un acide gras libre et d’un glycérol. Au total trois AGNE et
une molécule de glycérol sont produits. Les AGNE libérés se retrouvent ensuite dans la
circulation et sont utilisés par d’autres organes pour produire de 1’énergie via notamment la 3-
oxydation (Rutkowski et al., 2015). La lipolyse est stimulée intensément par le jeline via
I’action des catécholamines et du glucagon et elle est inhibée par I’insuline, notamment en
période post-prandiale (Duncan et al., 2007) (Figure 8B). De plus chez les primates, mais pas
chez les rongeurs, il a ét¢ démontré que le peptide natriurétique peut également réguler la

lipolyse via I’action d’une PKG (Lafontan and Langin, 2009).

Les adipocytes sont des cellules matures, qui ne peuvent plus se diviser. Ainsi pour
augmenter le nombre d’adipocytes, leurs précurseurs doivent se différencier, il s’agit du
mécanisme d’adipogenése. Elle implique une forte prolifération des précurseurs adipocytaires
qui par la suite vont pouvoir se différencier en adipocytes matures, ce qui est décrit sous le
terme d’hyperplasie. L expansion du tissu adipeux par hyperplasie est liée a un stockage des
acides gras qui n’induirait pas de complications métaboliques. C’est ce phénomeéne qui est
observé chez les patients obeses « métaboliquement sain » quand leur TAsc s’expand.
L’hyperplasie chez I’adulte est observable au sein du TAsc alors que le TAvis répond a une
augmentation des apports énergétiques, préférentiellement via I’hypertrophie de ses adipocytes,
conduisant a des complications métaboliques. Lorsque les capacités d hyperplasie du TAsc sont
saturées, le TAvis prend alors le relais via I’hypertrophie (Vishvanath and Gupta, 2019). Ces
deux phénomenes, hyperplasie et hypertrophie sont définis comme le remodelage du tissu
adipeux (Choe et al., 2016). L’hypertrophie du tissu adipeux est associée a une augmentation
de I’hypoxie du fait de ’augmentation de la taille des adipocytes réduisant la vascularisation.
Les adipocytes fortement hypertrophiques émettent des signaux de danger du fait de I’hypoxie,
ce qui induit une infiltration par des cellules immunitaires et une inflammation du tissu adipeux
et la mort par apoptose des adipocytes. La libération des acides gras dans le sang, suite a la mort
des adipocytes, provoque la formation de dépots ectopiques de tissu adipeux notamment au
niveau musculaire, hépatique et cardiaque. Ces dépdts ectopiques participent a la mise en place

des comorbidités associées a 1’obésité. Ainsi, la présence dans le tissu adipeux d’adipocytes
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Figure 9 : Les deux voies d’expansion du tissu adipeux blanc.
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hypertrophiques est associée au risque d’altérations métaboliques (Hoffstedt et al., 2010).

(Figure 9).

Les cellules précurseurs des adipocytes sont les cellules souches adipocytaires. Elles
sont d’origine mésenchymateuse et s’engagent dans I’adipogenese par différenciation en
adipoblastes, puis en pré-adipocytes et enfin en adipocytes (Gesta et al., 2007). La premiere
étape est I’engagement des CSA vers la lignée adipocytaire. Elle nécessite une signalisation par
BMP2 et BMP4 et génere des pré-adipocytes. La seconde étape est la différenciation, au sens
strict, des pré-adipocytes vers les adipocytes matures. Les pré-adipocytes sont caractérisés
notamment par 1’expression de CD36 (Gao et al., 2017) ainsi que MSCAL1 (Esteve et al., 2015)
chez I’Homme. L’adipogenése est particuliecrement étudiée depuis la mise a disposition de la
lignée cellulaire murine 3T3 de fibroblastes pouvant se différencier en adipocytes (Green and
Kehinde, 1975). Cette lignée a permis de faire des avancées majeures sur la description de
I’adipogenese. Le récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR-y), est le pivot
central de ’adipogenése (Rosen et al., 1999). PPAR-y régule la transcription de plusieurs genes
impliqués dans 1’adipogenése. Néanmoins, il ne peut agir seul. Les facteurs de transcription de
la famille « CCAAT/enhancer binding protein » (C/EBP) possedent également un role tres
important dans I’adipogenése. En effet, 1’expression des facteurs C/EBPf3 et C/EBPS augmente
dans les pré-adipocytes ce qui va augmenter ’expression de PPAR-y dans les premiers temps
de I’adipogenése. PPAR-y est par la suite capable d’induire I’expression de C/EBPa qui par une
boucle de rétrocontrdle positive maintient I’expression de PPAR-y. Cette boucle d’activation
positive est importante pour une différenciation terminale des adipocytes matures. En effet,
dans des cellules déficientes en PPAR-y, C/EBPa n’est pas capable a lui seul de promouvoir la
différenciation, ce qui démontre le role majeur de PPAR-y. A I’inverse, des cellules déficientes
en C/EBPa sont capables de se différencier mais la différenciation n’est pas compléte. En effet,
dans ces cellules, I’accumulation de lipides est défectueuse (Moseti et al., 2016). Cette boucle
d’activation positive permet 1’expression de genes spécifiques des adipocytes matures, comme
FABP4, ADIPOQ, GLUT4, ou encore la LPL (Vu et al., 1996). L’adipogenese nécessite
plusieurs facteurs tels que I’insuline, les glucocorticoides et les mitogenes, qui aboutissent tous
a I’activation de PPAR-y et de C/EBPa (Farmer, 2006) (Figure 10). Au cours de 1’adipogenése,

les pré-adipocytes expriment AP2 et GLUT4, leur permettant de former des gouttelettes
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Figure 10 : Cascade d’activation impliquée dans la régulation de I’adipogenése.

(Adapté d’apres Farmer, 2006.)
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lipidiques. Ces gouttelettes lipidiques vont finir par fusionner pour former une seule grosse

gouttelette caractéristique des adipocytes matures (Ghaben and Scherer, 2019).

Les CSA font partie des progéniteurs adipocytaires. Néanmoins, le terme progéniteur
englobe différentes sous-populations de cellules présentes dans le TA. En effet, ce terme
regroupe les CSA qui sont les progéniteurs les moins engagés mais également les pré-
adipocytes qui sont les plus engagés dans 1’adipogenése. Une étude récente utilisant la
technique de « single cell RNA-seq » a permis de mettre en évidence plusieurs sous-populations
de cellules progénitrices que ce soit chez la souris ou chez I’Homme (Merrick et al., 2019).
Ainsi ces auteurs ont démontré I’existence de trois sous-populations. Une population exprimant
la « dipeptidyl peptidase—4 » (DPP4) et qui est retrouvée au niveau interstitiel. Les progéniteurs
DPP4+ sont des cellules multipotentes et tres prolifératives, elles possedent ainsi plusieurs
caractéristiques des CSM. Les auteurs ont également retrouvé une population CD142+ et une
population ICAMI1+, toutes deux localisées entre les adipocytes. Ces deux populations sont
plus engagées dans 1’adipogenése et sont moins prolifératives que les cellules DPP4+. Apres la
mise en évidence de ces populations, les auteurs les ont transplantées in vivo. Ceci leur a permis
de démontrer que les cellules DPP4+ sont les précurseurs des cellules CD142+ et ICAM1+ et
que ces deux derniéres populations peuvent s’interconvertir in vivo. Au cours de I’obésité, la
proportion de progéniteurs DPP4+ diminue et celle des progéniteurs CD142+ et ICAM1+
augmente. Néanmoins ces deux dernieres populations perdent leur potentiel adipogénique.
D’autres auteurs ont confirmé 1’existence de ces sous-populations (Schwalie et al., 2018).
Schwalie et son équipe ont également décrit trois sous-populations de précurseurs qui
s’apparentent aux précurseurs DPP4+, ICAMI1+ et CD1421+. Néanmoins, ils ont également
décrit une population CD142+ et Abcgl+ plus abondante dans le TAvis que le TASC et capable
d’inhiber I’adipogenese. De plus, le nombre de ces précurseurs augmente dans le tissu adipeux
de souris Ob/Ob. Une autre équipe a également classifié les progéniteurs dans trois catégories
mais cette fois selon le niveau d’expression du CD34. Les progéniteurs n’exprimant pas CD34
seraient a 1’origine des adipocytes beiges. Ceux I’exprimant faiblement seraient a I’origine
d’adipocytes blancs mais ayant une capacité de stockage des lipides et de lipolyse limitée.
Inversement les cellules exprimant fortement CD34 peuvent stocker les lipides et ont une
activité lipolytique importante. De plus, leur nombre augmente dans le TAvis et le TAsc de

sujets diabétiques par rapport a des sujets sains (Raajendiran et al., 2019).
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Figure 11 : Modification de ’expression en adipokine du tissu adipeux blanc
durant I’obésité (liste non exhaustive).
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Ainsi la modification de I’abondance de ces progéniteurs dans le tissu adipeux au cours
de I’obésité et/ou le DT2, ainsi que les différences d’abondances entre TAvis et TAsc pourrait
peut-étre expliquer les différences de plasticité entre ces deux tissus en présence d’une balance

énergétique positive.

Longtemps considéré comme un simple site de stockage, les découvertes dans les années
90 de la leptine (Friedman et al., 1991; Zhang et al., 1994) et quelques années plus tard de
I’adiponectine (Scherer et al., 1995) ont démontré que le tissu adipeux blanc est un tissu
endocrine a part entiere, communiquant avec d’autres organes. Par la suite, de nombreuses
cytokines et hormones produites par le tissu adipeux, nommées adipokines, ont été décrites.
Grace a I'utilisation de techniques de protéomique, plus de 600 molécules potentiellement
sécrétées par le tissu adipeux ont été identifiées (Lehr et al., 2012). L’expansion du tissu adipeux
observé au cours de I’obésité induit une modification du profil des adipokines sécrétées par le
tissu adipeux. L’altération de la sécrétion de ces adipokines participe au développement du

syndrome métabolique et aux comorbidités associées a 1’obésité (Figure 11).

Les adipokines pro-inflammatoires

La leptine

En 1950 a été montrée 1’existence d’une espece de souris devenant obeses de fagon
spontanée, ce sont les souris ob/ob (Ingalls et al., 1950). 41 ans plus tard, Friedman et son
équipe ont identifi€ le gene de la leptine, dont les souris ob/ob sont déficientes. Cette protéine
de 16kDa est capable de diminuer ’appétit et d’augmenter la dépense énergétique et ce, via
I’activation de récepteurs présents au niveau hypothalamique (Friedman, 2016). En effet, la
leptine est capable d’activer les neurones de type POMC, qui liberent de la mélanocortine
responsable de la satiété en inhibant la libération des neuropeptides orexigenes (Cowley et al.,
2001). Le récepteur de la leptine est un récepteur cytokinique de type I, exprimé dans de

nombreux types cellulaires au niveau du systéme nerveux central, mais également en périphérie.
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Chez le sujet mince, la leptine a un effet insulino-sensibilisant en réduisant les dépdts
de graisse ectopique (Muoio et al., 1997) et en augmentant 1’oxydation des acides gras libres
(Shimabukuro et al., 1997) mais I’obésité est associée a une résistance a la leptine elle-méme,
secondaire a une hyperleptinémie. La résistance a la leptine se traduit par 1’incapacité de la
leptine a diminuer la prise alimentaire ainsi que le poids corporel. Elle est retrouvée chez le
sujet obese mais également chez le patient atteint de lipodystrophie (Kershaw and Flier, 2004).
Au cours de I’obésité, I’hyperleptinémie participe a I’inflammation de bas grade observée chez
I’obese. En effet, la leptine induit la prolifération des monocytes, augmente leur phagocytose
et leur production de cytokines et chimiokines inflammatoires (TNF-a; IL-6 ; IL-12, MCP-1)
et des dérivés réactifs de I’oxygene. De plus, la leptine favorise la polarisation des lymphocytes
T naifs en T helper 1 (Thl) et en T helper 17 (Th17). Du fait de toutes ces actions, la leptine

augmente le risque de comorbidités associées a 1’obésité (Pérez-Pérez et al., 2020).

L’interleukine 6

L’interleukine-6 (IL-6) est sécrétée par les adipocytes, mais surtout par les cellules de
la SVF. 1l a été démontré que le TAvisc secrete 2 a 3 fois plus d’IL-6 que le TAsc. Le niveau
sérique d’IL-6 est augmenté chez les patients obéses en comparaison aux minces (Huber et al.,
2008). L’IL-6 augmente la résistance a I’insuline au niveau hépatique (Sabio et al., 2008) mais
également musculaire et adipocytaire (Rotter et al., 2003). De plus, I’'IL-6 stimule la lipolyse et
induit également une inhibition de 1’adipogenése (Almuraikhy et al., 2016). L’effet de I’IL-6
sur I’insulino-résistance a ¢t¢ démontré chez la souris via I’injection d’IL-6. De plus, I’injection
d’anticorps neutralisant I’IL-6 chez des souris obeses améliore de maniere significative ’action

de I’insuline au niveau hépatique (Klover et al., 2005).

TNF-a

Le TNF-a provenant du tissu adipeux est sécrété par les cellules de la SVF (Fain et al.,
2004), notamment les lymphocytes T et les macrophages de type 1. Le TNF-a est augmenté
chez les sujets en situation d’obésité (Maury and Brichard, 2010). En effet, la quantité de TNF-
o est corrélée a la quantité de tissu adipeux (Zahorska-Markiewicz et al., 2000) mais également
a I’insulinémie et la résistance a I’insuline (Kern et al., 2001). De plus, le TNF-a est un
inhibiteur de 1’adipogenese, qui elle-méme est inhibée durant I’obésité. Il a ét¢ démontré que le
TNF-a participe a la résistance a l'insuline induite par 1'obésité (Hotamisligil et al., 1995), via

les voies de signalisation, JNK, IKKb/NF-«B et la libération de facteurs de stress du réticulum
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endoplasmique. Il participe donc a la mise en place de I’inflammation de bas grade présente

dans I’obésité.

L’IL1-B est principalement sécrétée par les macrophages du tissu adipeux. Elle est
capable d’inhiber la différenciation adipocytaire (Gagnon et al., 2013), la signalisation de
I’insuline au niveau des adipocytes, ainsi que le transport du glucose, augmentant ainsi la

résistance a I’insuline des adipocytes (Bing, 2015).

Autres adipokines pro-inflammatoires

D’autres adipokines sécrétées par le tissu adipeux participent également a

I’inflammation du tissu adipeux et la résistance a I’insuline.

L’expression de l’ostéopontine est retrouvée fortement augmentée chez des souris
rendues obeses mais également chez des sujets en état d’obésité, en comparaison aux sujets
minces (Kiefer et al., 2008). Il a été démontré que la délétion du geéne de 1’ostéopontine induit
une diminution de I'infiltration du tissu adipeux par les macrophages chez des souris rendues
obeses (Kiefer et al., 2010). Enfin, la déplétion génique de 1’ostéopontine induit également une
baisse de I’expression dans le tissu adipeux d’IL-6, de TNF-a, ou encore de MCP-1 (Nomiyama
etal., 2007), ce qui prouve le role de I’ostéopontine dans I’inflammation du tissu adipeux. Cette

déplétion améliore de surcroit la tolérance au glucose et la sensibilité a I’insuline de ces souris.

La résistine est un polypeptide sécrété par les macrophages résidant du tissu adipeux
(Steppan et al., 2001). Son niveau sérique est augmenté chez les sujets obeses et il est corrélé a
I’IMC (Lazar, 2007) mais également a la masse de TAvis et TAsc (Jain et al., 2009; Won et al.,
2009). La résistine induit la surexpression de TNFa, d’IL-6, d’IL-12 et de MCP-1 via
I’activation de la voie NF-kf. De plus, le niveau circulant de résistine est corrélé au niveau de
la protéine C réactive, du TNFa et de I’IL-6, que ce soit dans la population générale ou chez
les patients atteints de DT2, d’athérosclérose ou encore de maladie rénale chronique (Park et

al., 2017).

La visfatine est une adipokine sécrétée par les adipocytes et les macrophages (Fukuhara
et al., 2005). Elle se retrouve également augmentée au cours de I’obésité et du DT2 et le niveau

de visfatine est corrélé a la résistance a I’insuline (Taskesen et al., 2012). Cependant, une autre
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étude a montré une réduction de la concentration plasmatique de visfatine liée a I'obésité mais
pas a la résistance a l'insuline (Pagano et al., 2006). Par conséquent, la corrélation entre les
niveaux plasmatiques de visfatine et les troubles métaboliques, tels que le DT2 n'est toujours

pas clairement établie.

La chémérine semble également jouer un rdle dans la réduction de la sensibilité a
I’insuline et la tolérance au glucose. Son expression est retrouvée augmentée chez les sujets
présentant une obésité (Chakaroun et al., 2012) et corrélée a la quantité de TAvis, a la pression

artérielle et au niveau de cholestérol plasmatique (Shin et al., 2012).

Les adipokines anti-inflammatoires

L’adiponectine

L’adiponectine est exprimée majoritairement par les adipocytes mais son expression a
¢galement été mise en évidence dans d’autres tissus: dans le muscle squelettique, les
cardiomyocytes, les ostéoblastes, les glandes surrénales, le placenta, les testicules et les ovaires
(Nguyen, 2020). L’adiponectine induit une augmentation de la sensibilité a I’insuline, elle
augmente également I’entrée de glucose en induisant la translocation membranaire de GLUTA4.
Au niveau hépatique, elle inhibe la glycogénolyse et la néoglucogenese. Enfin, elle augmente
I’oxydation des acides gras musculaires et I’accumulation de triglycérides dans les adipocytes
(Nguyen, 2020). Chez le sujet sain, I’adiponectine est retrouvée a des concentrations jusqu’a
1000 fois supérieures a celles de la leptine (Whitehead et al., 2006). De plus, de facon opposée
a la leptine, la concentration sérique d’adiponectine est drastiquement diminuée chez les sujets
obeses et/ou DT2 (Fang and Judd, 2018). L’adiponectine circulante est retrouvée sous trois
formes ; trimérique, hexamerique ou multimérique. La forme de haut poids moléculaire (HMW)
a été montrée comme ¢étant la forme la plus apte a augmenter la sensibilité a 1’insuline (Aso et
al., 2006). Le ratio HMW/adiponectine totale, est un puissant prédicteur de la sensibilité
hépatique a l'insuline chez les rongeurs et les humains (Pajvani et al., 2004). L’adiponectine
possede €galement des propriétés anti-inflammatoires notamment durant le DT2, la stéatose
hépatique non alcoolique et les pathologies cardiovasculaires (Gil-Campos et al., 2004; Ouchi
et al., 2003; Pischon et al., 2004). En effet, I’adiponectine inhibe la différenciation des
macrophages et induit la polarisation de ces derniers vers un phénotype anti-inflammatoire

(M2) sécrétant de I’IL-10. Elle inhibe également 1’expression de TLR4 (Fang and Judd, 2018).
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De plus, elle inhibe I’expression de TNF-a au sein du tissu adipeux et celle de la CRP hépatique
(Ouchi et al., 2003). L’adiponectine a aussi un effet anti-inflammatoire sur les cellules
endothéliales en diminuant I’expression des molécules d’adhésion (« InterCellular Adhesion
Molecule-1 » ICAM-1, «Vascular cell adhesion protein 1» VCAM-1) et sur les
cardiomyocytes et les fibroblastes en diminuant I’expression de TNF-a et I’apoptose (Holland
et al., 2011). De ce fait, 1’adiponectine possede un rdle protecteur dans les pathologies

cardiovasculaires associées a I’obésité et est considérée comme insulino-sensibilisante.

L’omentine

L’omentine ou Intelectine 1 est une adipokine sécrétée par la SVF du tissu adipeux
viscéral omental (Yang et al., 2006). Au cours de 1’obésité, I’expression de I’omentine diminue.
De plus, son expression est inversement corrélée au tour de taille, a I’IMC et/ou a I’insulinémie
a jeun (de Souza Batista et al., 2007). Inversement, I’expression de I’omentine augmente dans
les cas de régime amaigrissant (Moreno-Navarrete et al., 2010). In vitro I’omentine augmente
la captation du glucose par activation de la voie de signalisation Akt (Yang et al., 2006).
L’omentine a un role anti-inflammatoire, anti-oxydant et augmente la sensibilité a I’insuline.
Son effet anti-inflammatoire passe par 1’inhibition d’expression de la cyclooyxéganese 2 (COX-

2) induite par le TNF-a, notamment dans les cellules endothéliales (Yamawaki et al., 2011).

L’adipsine

L’adipsine a été découverte en 1987 (Cook et al., 1987), elle est aussi connue sous le
nom de facteur D du complément. L’adipsine est exprimée et sécrétée principalement par le
tissu adipeux (Xiaobo Wu et al., 2018). Chez la souris rendue obese, le niveau circulant
d’adipsine diminue de fagon progressive au cours du temps. L’adipsine aurait un rdle protecteur
vis-a-vis de la fonction des cellules B-pancréatiques. En effet, des souris déficientes en adipsine
présentent une intolérance au glucose due a une insulinopénie. Les ilots pancréatiques
provenant de ces souris présentent une diminution de la sécrétion d’insuline en réponse au
glucose (Lo et al., 2014). D’un point de vue mécanistique, le facteur du complément C3a est
activé par 1’adipsine et augmente la sécrétion d’insuline en réponse au glucose via un récepteur

calcique dépendant de C3a. Les mémes auteurs ont démontré que des patients diabétiques de
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type 2 ayant un déficit en cellules B-pancréatiques sont déficients en adipsine. Ces résultats

indiquent que la voie adipsine/C3a relie la fonction adipocytaire a la physiologie des cellules 3

(Lo et al., 2014).

La vaspine

La « Visceral adipose tissue-derived serpin » (vaspine) fait partie des membres de la
famille des inhibiteurs de sérine protéase. Elle est notamment exprimée par les adipocytes
matures du TAvis (Wada, 2008). La concentration sérique de vaspine est retrouvée élevée chez
les sujets obeses et/ou atteints de DT2, en comparaison aux sujets minces (Feng et al., 2014).
Néanmoins, 1'administration de vaspine recombinante chez la souris rendue obese améliore la
tolérance au glucose et la sensibilité a lI'insuline (Wada, 2008). De plus, la vaspine réduit de
maniere importante la prise alimentaire en diminuant l'expression du neuropeptide Y et en
augmentant l'expression de la POMC au niveau hypothalamique (Brunetti et al., 2011). Les
effets bénéfiques observés sur le métabolisme glucidique seraient li€s a la capacité de la
vaspine, a inhiber la protéase kallikrein 7, capable de cliver et dégrader les chaines A et B de
l'insuline. L’inhibition de la kallikrein 7 par la vaspine inhibe la dégradation de 1’insuline
(Heiker et al., 2013). De fait, un traitement par injection de vaspine pourrait conduire a une

amélioration du métabolisme glucidique chez le sujet obese et/ou DT2.

En résumé, les adipokines ont des activités a la fois pro ou anti-inflammatoires, et 1’équilibre
entre les différentes adipokines est important pour 1’homéostasie du tissu adipeux et de
I’organisme. Lors du développement de 1’obésité, le remodelage que subit le tissu adipeux
aboutit a un bouleversement de son activité sécrétoire. Les adipokines pro-inflammatoires
voient leur sécrétion globalement augmenter a 1’inverse des adipokines anti-inflammatoires.
Les adipokines pro-inflammatoires participent alors a I’initiation de I’inflammation locale et

systémique retrouvées dans 1’obésité et contribuent aux comorbidités associées a 1’obésité.

Cependant certaines adipokines ont encore un role mal défini. C’est le cas notamment
de P’apéline. Cette adipokine est sécrétée par 1’adipocyte et par les cellules de la SVF,
notamment les macrophages. Les données recueillies a ce jour ont montré que I’apéline agit au

niveau hypothalamique jouant un role dans la prise alimentaire, le stress aigu, et exerce une
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activité de type antidépresseur (Yang et al., 2019). Néanmoins son augmentation ou sa

diminution, et le role de cette variation durant I’obésité ne sont pas encore clairement établi.

III. Inflammation et infiltration du tissu adipeux

blanc au cours de I’obésité

Pres de 60 % des cellules du tissu adipeux, sont contenues dans la SVF et parmi les
cellules de la SVF, on retrouve une part importante de cellules immunitaires. A 1 ¢état
physiologique (en dehors de 1’obésité) le tissu adipeux contient des cellules immunitaires anti-
inflammatoires qui participent a 1’homéostasie du tissu adipeux en favorisant notamment la
sensibilité a I’insuline via I’activation de la sécrétion d’adiponectine, entre autres. Au sein du
tissu adipeux non pathologique sont retrouvés majoritairement : i) des macrophages de type M2
qui sécretent des cytokines anti-inflammatoires (IL-10, IL-4 ou encore TGF-B), ii) des
lymphocytes T-helper 2 (Th2) qui sécrétent de I'IL-10, de I'IL-4 et de I'IL-13, iii) des
lymphocytes T régulateurs (Treg) iv) des €osinophiles qui sécretent prés de 90 % de I'IL-4 (Wu
etal., 2011), v) des lymphocytes innés de type 2 qui permettent le recrutement des éosinophiles

et la polarisation des macrophages vers le sous-type M2 (Molofsky et al., 2013).

Au cours de I’obésité, les populations de cellules immunitaires présentes dans le tissu
adipeux sont remplacées par des cellules immunitaires pro-inflammatoires. Une diminution des
Treg, Th2 et des macrophages M2 est observée durant 1’obésité. Alors que des
monocytes/macrophages sont recrutés et polarisés en macrophage de type MI1. Ceux-ci
sécrétent de I’IL-103, de I’'IL-6 et du TNF-a, notamment. Des polynucléaires neutrophiles, des
mastocytes sont également recrutés. Les lymphocytes B sont amplifiés et participent a la
polarisation des macrophages M1. Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques sont les premiers a
infiltrer le tissu adipeux obese. Puis des lymphocytes CD4+ (Th1 et Th17) ainsi que des cellules
dendritiques (Huh et al., 2014). Des lymphocytes innés de type 1 et 3. L’ensemble de ces
cellules immunitaires pro-inflammatoires participent au développement de 1’inflammation

chronique de bas grade et de la résistance a I’insuline. (Figure 12).
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La modification des populations cellulaires présentes dans le tissu adipeux au cours de
la mise en place de 1’obésité, s’accompagne également d’une modification des voies
métaboliques mises en jeu au sein des cellules immunes, modifiant ainsi les fonctions de ces
dernieres, c’est 'immunométabolisme. Par exemple, les macrophages M2, et les Tregs utilisent
principalement le cycle de Krebs et I’oxydation des acides gras pour produire de I’ATP. A
I’inverse, les macrophages M1, les lymphocytes T helpers et les lymphocytes T CD8+
cytotoxiques nécessitent une diminution de 1’oxydation des acides gras pour étre activés. De
plus, ces mémes cellules utilisent la glycolyse comme source d’ATP. L’activation de la voie
glycolytique dans ces cellules est nécessaire a la production de cytokines pro-inflammatoires,
et participe a I’activité de phagocytose des macrophages M1 ainsi qu’a la prolifération des
lymphocytes T helpers (O’Neill et al., 2016). La modification des voies métaboliques étant
nécessaire a ’activation des cellules immunes pro-inflammatoires, le ciblage de ces voies

pourrait permettre de moduler I’inflammation du tissu adipeux au cours de 1’obésité.

Les macrophages

Les macrophages de type M2 sont localisés dans les espaces interstitiels entre les
adipocytes. Dans le TAsc des sujets minces, les macrophages M2 représentent 10 % des cellules
(Weisberg et al., 2003). Les macrophages M2 sécretent des cytokines anti-inflammatoires telles
que I’IL-10, le TGF-$, I’'IL-4 et I'IL-13 (Murray and Wynn, 2011; Shapouri-Moghaddam et al.,
2018). IIs inhibent I’inflammation et participent a la réparation tissulaire et a la résolution de
I’inflammation. Du fait de la production d’IL-10, les macrophages M2 jouent également un role
important dans la sécrétion d’adiponectine par les adipocytes, participant ainsi au maintien de
I’insulino-sensibilité du tissu adipeux. Ils augmentent également la thermogenese du tissu
adipeux et I’adipogenése beige via la sécrétion de catécholamines (Nguyen et al., 2011; Qiu et
al., 2014). L’obésité déséquilibre la balance M1/M2 par le recrutement massif de macrophages
M1 (Chylikova et al., 2018; Lumeng et al., 2008). Au niveau transcriptionnel, les macrophages
M1 et M2 sont caractérisés par I'expression d'IRF5 ou IRF4, respectivement. IRF5 et IRF4 sont
en compétition pour la liaison a la protéine adaptatrice MyD88 associée a TLR4 qui médie la
voie de signalisation NF-kB. De fait, 'équilibre entre IRF4 et IRF5 semble étre un déterminant
majeur de la polarisation des macrophages M1 versus M2. Les macrophages M1 expriment des

niveaux élevés d'IRF-5 qui médie non seulement I'expression de cytokines pro-inflammatoires,
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mais supprime également I’expression d’IL-10. A I'inverse, IRF4 peut inhiber la polarisation
des macrophages M1, et ainsi favoriser la polarisation des macrophages M2. De fait, IRF4
induit ’expression d’IL-10 et d’IL-4. Il a ét€ montré que la délétion de IRF5 empéche la
transition entre macrophages M2 vers M1 chez les souris soumises a un régime hypercalorique
durant la mise en place de I’obésité, ce qui entraine une expansion limitée du tissu adipeux

viscéral ainsi qu'une meilleure sensibilité a I'insuline (Dalmas et al., 2015)

Chez I’'Homme, I'IMC et la taille des adipocytes sont corrélés au nombre de
macrophages M1 présents au sein du tissu adipeux (Cancello et al., 2006). L’augmentation du
nombre de macrophages est principalement due a une infiltration de monocytes depuis la
circulation sanguine (Nagareddy et al., 2014). En effet, I’obésité modifie les sécrétions en
adipokines mais également en chimiokines du tissu. Les chimiokines telles que MCP-1 (CCL2),
CCL3, CCLS5, CCL9 et M-CSF ainsi que leur récepteurs sont augmentés durant I’obésité dans
le tissu adipeux et dans la circulation (Devévre et al., 2015; Tourniaire et al., 2013).
L’expression de MCP-1 est induite par des adipokines pro-inflammatoires telles que la leptine
ou encore la résistine. De plus, MCP-1 est sécrétée par les adipocytes hypertrophiques présents
dans le tissu adipeux obese. De surcroit, les macrophages M1 déja présents au sein du tissu
adipeux sécretent eux aussi MCP-1, favorisant le recrutement d’autres macrophages et créant
ainsi une boucle d’auto-amplification du nombre de M 1. L’expression du récepteur de MCP-1,
CCR2, augmente durant 1’obésité et son role dans I’insulino-résistance a été démontré par son
blocage pharmacologique. Ce blocage a en effet amélioré la résistance a I’insuline chez des

souris rendues obeses par surnutrition (Weisberg et al., 2006).

De surcroit, I’expansion massive du tissu adipeux du fait de I’hypertrophie des
adipocytes et de 1’angiogenese inadaptée, favorise I’hypoxie et la nécrose des adipocytes.
L’hypoxie via la surexpression de HIF-1a induit la surexpression d’IL-6, de la leptine et
également de MCP-1 par les adipocytes (Quintero et al., 2012), favorisant ainsi
I’insulinorésistance du tissu et augmentant encore le recrutement de monocytes/macrophages.
L’hypertrophie des adipocytes associée a 1’hypoxie induit des phénomeénes de nécrose des
adipocytes, du fait de I’activation des lymphocytes CD8+. Les macrophages sont des cellules
spécialisées dans la phagocytose. Au sein du tissu adipeux obese, les macrophages ont pour
role de phagocyter les adipocytes nécrotiques. Ceci aboutit a la formation de « structures en
couronne », composées d’adipocytes nécrotiques entourés par un amas de lymphocytes CDS8 et

de macrophages (Cinti et al., 2005; Murano et al., 2008). Au niveau de ces structures, les
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macrophages fusionnent pour former un syncytium gorgé de lipides, caractéristique de
I’inflammation chronique du tissu adipeux (Cinti et al., 2005). Une étude a montré que les
macrophages résidents sont capables de proliférer au sein du tissu adipeux augmentant ainsi
I’accumulation des macrophages. D’ailleurs, dans cette étude, les auteurs suggerent que ce sont

ces macrophages qui participent au recrutement des monocytes circulants (Zheng et al., 2016).

Les macrophages M1 sécretent des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a,
I’IL-6, I'IL-1B, ’IL-12 et I’IL-23, participant ainsi a la polarisation des lymphocytes Thl et
Th17. De plus, ces cytokines participent a I’inhibition de I’adipogenése, ainsi qu’a la diminution
d’expression de GLUT4, ce qui favorise I’insulinorésistance (Lumeng et al., 2008).
L’insulinorésistance est d’autant plus exacerbée que ces cytokines stimulent la phosphorylation
d’IRS-1 au niveau de la sérine 307, inhibant la réponse a I’insuline. Enfin, les AGNE saturés
relargués par les adipocytes peuvent servir de ligands pour TLR4, activant ainsi la réponse
inflammatoire et le recrutement et la prolifération des macrophages dans d’autres tissus ou
organes tels que le foie et conduisant ainsi, a la stéatose hépatique (Kanda et al., 2006). Cette
accumulation de macrophages ne semble pas irréversible puisque, la baisse de poids chez des
patients en état d’obésité morbide grace a une chirurgie bariatrique diminue la quantité de
macrophage M1 dans le tissu adipeux (Cancello et al., 2005). Le resvératrol est un polyphénol
également capable de diminuer la polarisation des macrophages en M1, chez des souris

soumises a un régime hypercalorique (Shabani et al., 2020).

Néanmoins, la classification « classique » M1/M2 ne décrit pas toute I’hétérogénéité des
macrophages retrouvés dans le tissu adipeux au cours de I’obésité. Une équipe a mis en
évidence une population de macrophages pro-inflammatoires activée par des acides gras libres
saturés. Les auteurs ont nommé ces macrophages, « macrophages métaboliquement activés »
(Kratz et al., 2014). IIs ont par ailleurs mis en évidence I’accumulation de ces macrophages
dans le TAvis et le TAsc chez ’Homme et la souris au cours de I’obésité. Les macrophages
métaboliquement activés ont des effets déléteres dans les stades précoces d’obésité. En effet,
ils sécretent des cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, IL-6) et ils participent ainsi a I’insulino-
résistance du tissu. A I’inverse a un stade avancé de 1’obésité, ils participent a la clearance des
adipocytes nécrotiques ce qui permet de diminuer le relargage des lipides dans la circulation
(Coats et al., 2017). Les auteurs ont démontré que 1’activation de ces macrophages est sous le
controle de la NADPH oxydase 2 (NOX2). La délétion de cette enzyme améliore
I’insulinorésistance de souris soumises a un régime hypercalorique de 8 semaines, en diminuant

la production de cytokines pro-inflammatoires. Néanmoins, cette méme délétion induit une
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diminution de la clearance des adipocytes dans le TA de souris soumises a un régime de 16
semaines, aggravant le phénotype de ces souris. Ainsi les macrophages métaboliquement

activés ont des effets a la fois bénéfiques et déléteres dépendant du temps de régime obésogene.

Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DC), sont des cellules présentatrices d’antigéne dites
« professionnelles ». Elles jouent un réle fondamental dans I’immunité innée et I’immunité
adaptative, en participant au recrutement des macrophages, a I’activation des lymphocytes T et
a leur polarisation vers différentes sous-populations ainsi qu’a la mise en place de la mémoire

immunitaire et de la tolérance immunitaire (Kapsenberg, 2003).

Les DC sont présentes dans I’ensemble des tissus de 1’organisme, préférentiellement
dans les barrieres épithéliales. Les DC sentinelles sont immatures et suite a un stimulus percu
comme un signal de danger, les DC subissent un processus de maturation, qui leur permet de
surexprimer des molécules de costimulation (CD80/86, CD40) et des molécules du CMH I/II
(de Jong et al., 2005). Suite a cette maturation, les DC migrent vers les ganglions afin de

présenter aux lymphocytes T ces antigenes (Merad et al., 2013).

N

Une augmentation des DC dans le tissu adipeux de souris soumises a un régime
hypercalorique a ét¢ démontrée. En effet, chez ces souris une augmentation des cellules
CD11c+ a été décrite, ces cellules correspondent aux DC dont le nombre augmente. Les méme
auteurs ont démontré le role essentiel des DC dans le recrutement des macrophages au sein du
tissu adipeux de ces souris (Stefanovic-Racic et al., 2012). IlIs ont également mis en évidence,
via I’utilisation de souris Knockout, le role de « FMS-like tyrosine kinase 3 ligand » (FLT3L)
dans I’augmentation de la fréquence des DC et le recrutement des macrophages. FLT3L est une
molécule cruciale dans le développement des DC (Shortman and Naik, 2007). Une autre équipe
a mis en évidence chez la souris et chez ’Homme obése un nouveau sous-type de DC qu’ils
ont prénommé DC inflammatoire. Ces DC inflammatoires sont capables in vitro d’induire la
polarisation des lymphocytes en Th17, alors que des DC contrdles provenant de souris minces,
induisent la polarisation plutot en Th1 (Bertola et al., 2012). D’autres auteurs ont démontré que
les DC dans le tissu adipeux des souris obeses sécrétent plus d’IL-6, de TGF-f3 et d’IL-23 que
les DC de la rate de ces mémes souris. Cette sécrétion cytokinique est connue pour participer a

I’induction de la polarisation des Th17 (Chen et al., 2014).
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Enfin, chez ’Homme il a été démontré que la quantit¢ de DC dans le tissu adipeux
d’individus obéses est en corrélation avec la résistance a 1’insuline et a ’IMC (Bertola et al.,
2012). Les DC jouent donc un rdle primordial dans 1’inflammation du tissu adipeux et dans ses

conséquences métaboliques (Soedono and Cho, 2021).

En plus, des acteurs de 'immunité innée que sont les macrophages et les DC, les
lymphocytes T jouent un réle trés important dans 1’inflammation du tissu adipeux au cours de
I’obésité (Wang and Wu, 2018). En effet, durant 1’obésité, on observe une augmentation de
I’infiltration du tissu adipeux par des lymphocytes helpers CD4+ (Th1, Th17) (Kintscher et al.,
2008), des lymphocytes cytotoxiques CD8+ (Jiang et al., 2014; Rausch et al., 2008) ainsi qu’une
diminution du nombre de lymphocytes T régulateurs (Treg) (Wagner et al., 2013), que ce soit

chez la souris ou chez I’Homme.

Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques

Les lymphocytes T CD8+ (LT) expriment le co-récepteur CD8 au niveau de leur TCR,
ils sont dits cytotoxiques. En effet, les LT CD8+ sont capables d’induire la mort cellulaire via
la libération de protéines cytolytiques, les perforines et les granzymes. Les perforines entrainent
la formation de pores dans la membrane plasmique des cellules cibles et les granzymes utilisent
ces pores afin d’induire ’apoptose. Il a ét¢ montré que les LT CD8+ sont significativement
augmentés dans le tissu adipeux des sujets obeses notamment les lymphocytes T CD8+ CD11a+
(Jiang et al., 2014). De plus, leur présence a été corrélée a I’insulino-résistance et a
I’inflammation du tissu (Nishimura et al., 2009). En effet, les lymphocytes T CD8+, une fois
activés recrutent les macrophages in situ pour phagocyter les adipocytes nécrotiques. Avec les
macrophages, les CD8+ participent a la formation des structures en couronne qui entourent les
adipocytes mourants. La déplétion génique des LT CD8+ dans des souris obeses diminue
considérablement le nombre de macrophages M1 et de structures en couronne dans le tissu
adipeux, et est associé a une amélioration de la sensibilité a l'insuline. A I’inverse, le transfert
de lymphocytes T CD8+ dans des souris déficientes en lymphocytes CD8+ et nourries avec un
régime hypercalorique, augmente le nombre macrophages et de structures en couronne dans le

tissu adipeux (Nishimura et al., 2009).

Les LT CD8+ jouent donc un role essentiel dans l'initiation et le maintien de

lI'inflammation du tissu adipeux des sujets obeses (Kiran et al., 2021).
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Les lymphocytes T CD4+

Les lymphocytes CD4+, qui expriment le co-récepteur CD4, sont des lymphocytes dits
auxiliaires (T helper). En effet, suite a la présentation d’un antigéne par des cellules
présentatrices, les CD4+ proliferent dans un premier temps, puis a travers la sécrétion de
cytokines (IL-2, IFNy, TNF-a), ils vont activer les autres cellules immunitaires (lymphocytes
T CD8+, macrophages, lymphocytes B). De fait, les CD4+ régulent la prolifération et la
différenciation des CD8+ en lymphocytes cytotoxiques et celle des lymphocytes B en
plasmocytes, et activent les fonctions phagocytaires des macrophages et des polynucléaires.
Les lymphocytes T naifs peuvent &tre polarisés en différents sous-types selon 1’antigéne
présenté par la cellule présentatrice. En effet, un total de trois signaux sont nécessaires a leur
activation, prolifération et la polarisation (de Jong et al., 2005). Le premier signal fait suite a la
reconnaissance d’un peptide présenté par le CMH II d’une cellule présentatrice d’antigéne via
le TCR du lymphocyte T naif. Le second signal (co-stimulation) consiste en I’interaction des
molécules de co-stimulation, CD80/86 (B7.1-B7.2) avec la molécule CD28 du lymphocyte.
Enfin, le dernier signal est un signal cytokinique qui va orienter la polarisation du lymphocyte
T vers un des sous-types de T helper (Th1l, Th2, Th17, Treg). Ainsi les Thl sont activés par
I’IL-12, les Th2 par I’IL-4, les Th17 par I’IL-6, I’'IL-23 et le TGF-f et les Tregs par I’'IL-2, le
TGF-B et ’IL-10 mais ces mémes cytokines dépendent de la nature de I’antigene capturé

(Figure 13).

Les lymphocytes T régulateurs

Les Treg sont des lymphocytes CD4+ qui sécretent de I’IL-10, et/ou TGF-f. Certaines
sous-populations expriment CD25 et le facteur de transcription « Forkhead box P3 » (FoxP3).
Le facteur de transcription FoxP3 permet leur différenciation en Treg (Hor1 et al., 2003). Les
Treg peuvent avoir deux origines, les Treg naturels, générés durant la maturation thymique et
les Treg induits qui découlent de la polarisation des T naifs. De fait, les lymphocytes CD4+
naifs peuvent étre polarisés en Treg, dans ce cas, le signal cytokinique associé (3eme signal)
est constitu¢ d’IL-2 et TGF-f3 mais aussi d’IL-10 (Levings et al., 2002). Les Tregs, via leurs
propriétés anti-inflammatoires, sont impliqués dans I’homéostasie lymphoide, la tolérance au

soi et dans le contrdle des maladies auto-immunes. En effet, ils jouent un rdle dans 1’inhibition
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de I’activation des lymphocytes effecteurs Th1 et Th17 mais aussi Th2 suite a une inflammation
aigue. L’équilibre des balances Thl/Treg et Th17/Treg est importante pour une réponse
immunitaire efficace et proportionnée. D’ailleurs ces deux balances sont déséquilibrées dans
les maladies pro-inflammatoires chroniques/auto-immunes (M. Liang et al., 2018; Talaat et al.,

2015) ainsi qu’au cours de I’obésité et du DT2 (Wang et al., 2018; Zeng et al., 2012).

En effet, chez la souris mince, les Treg sont tres présents dans le TAvis, puisqu’ils
représentent 40 a 50% des cellules CD4+ (Feuerer et al., 2009), alors que les souris
génétiquement obeses (ob/ob) présentent une baisse drastique des Treg. De plus, les Treg
protégent contre I’insulinorésistance car une déplétion des Treg chez ces souris induit une
augmentation de la concentration en insuline circulante et une augmentation d’expression des
cytokines pro-inflammatoires. A 1’inverse, 1’induction de la prolifération des Treg chez ces
méme souris réverse le phénotype (Feuerer et al., 2009). De fagon intéressante, une étude a
démontré¢ la corrélation négative entre le nombre de Treg et I’augmentation des macrophages

M1 CD11b+ CD11c+ (Deiuliis et al., 2011).

En accord avec les observations chez la souris, chez ’Homme en état d’obésité et
souffrant de DT2, le nombre de Treg est diminué par rapport aux sujets minces, que ce soit dans
le tissu adipeux (Deiuliis et al., 2011; Lauren E. Gyllenhammer et al., 2016) ou en périphérie
(Wagner et al., 2013; Yuan et al., 2018). De plus, le nombre de Treg est corrélé négativement
au poids corporel, a I’IMC et a la concentration en leptine circulante chez des sujets obeses
(Wagner et al., 2013). La fréquence des Tregs est également diminuée chez les individus
souffrant de DT2 et atteints d’obésité par rapport aux sujets DT2 et non obeses (Yuan et al.,
2018). Le nombre de Tregs est également réduit chez les enfants atteints d’un syndrome
métabolique. Enfin, les Tregs diminuent également chez les patients atteints de DT?2 par rapport
aux patients non diabétiques, alors que le nombre de Thl et Th17 augmente chez ces sujets.

Cela suggere un déséquilibre dans la balance Th1/Th17/Treg au cours de 1’obésité.

En conclusion : la présence de Treg est bénéfique a ’homéostasie du tissu adipeux et a
la résolution de I’inflammation via I'IL-10 et I’induction de macrophages M2 anti-
inflammatoires. La baisse chez le sujet en état d’obésité ou en tout cas le déséquilibre
Th1/Th17/Treg est au cceur de I’inflammation du TA et de ses conséquences métaboliques (Liu

etal., 2021).
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Les lymphocytes Th2

Les lymphocytes CD4+ naifs peuvent étre polarisés en Th2 par un signal cytokinique
composé d’IL-2 et d’IL-4. Ces cytokines activent 1’expression des facteurs de transcription
« GATA binding protein 3 » (GATA3) et « Signal transducer and activator of transcription 6 »
(STAT®O) et la sécrétion par les lymphocytes Th2 de 1I’[L-4, de I’IL-5, de I’'IL-13 et de I’IL-25,
qui ont une action anti-inflammatoire. Ces cytokines sont notamment, impliquées dans la

polarisation des macrophages de type M2.

Les données sur les Th2 et 1’obésité sont peu nombreuses. Néanmoins, une étude a
montré que le pourcentage de Th2 dans le TAsc et TAvis humain est négativement corrélé a la
résistance a I’insuline et a I’inflammation périphérique (McLaughlin et al., 2014). Cela pourrait
indiquer un rdle protecteur dans 1’inflammation et les dysfonctionnements métaboliques liés a

I’obésité.

Les lymphocytes Th1

Les lymphocytes naifs peuvent étre polarisés en Thl par la présence d’IL-12 et d’IFNy.
Ces cytokines activent 1’expression des facteurs de transcription « T-box transcription factor
21 » (TBX21 ou T-bet) et « Signal transducer and activator of transcription 4 » (STAT4).
L’activation de ces facteurs de transcription induit I’expression de I’IFNy, de I’IL-2, du TNF-a

et la lymphotoxine-a par les Th1.

Il a été démontré une corrélation entre I’infiltration des Thl dans le tissu adipeux
viscéral au cours de 1’obésité, et I'IMC (Kintscher et al., 2008). De plus, les CD4+ du tissu
adipeux viscéral du sujet obése produisent une quantité plus importante d’IFNy que ceux des
sujets minces (Khan et al., 2014). TBX21 est requis pour I’expression par les Thl de I'IFNy
ainsi que de CXCR3 (un récepteur de chémokine) (Nakajima et al., 2002). TBX21 est donc en
partie responsable de la migration des Thl vers le tissu adipeux obése. De plus, 'IFNy est

capable d’inhiber la réponse a I’insuline, le stockage des lipides par les adipocytes, ainsi que

I’adipogenese (McGillicuddy et al., 2009).

Au sein du tissu adipeux viscéral obese, les niveaux d’expression du CMH II et des

molécules co-stimulatrices, exprimés par les macrophages et les DC augmentent. Cela a pour
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effet d’augmenter 1’activation et la prolifération des Thl, entrainant une augmentation de la
production d’IFNy, responsable de 1’activation des macrophages et des DC sécrétant de I’IL-
12. L’IL-12 induit alors la polarisation des Th1. Une boucle d’amplification de la réponse Thl
est ainsi créée dans le tissu adipeux (de Jong et al., 2005; Deng et al., 2016; Kintscher et al.,
2008; Rocha et al., 2008). Enfin, les Thl sont également augmentés en périphérie chez les
patients obeses et DT2 (Jagannathan-Bogdan et al., 2011; Zeng et al., 2012) et leur nombre dans
le tissu adipeux est corrélé a la concentration de protéine C reactive, d’IL-6 et a 1’insulino-

résistance (McLaughlin et al., 2014).

Au final, les Thl participent a I’inflammation et 1’insulino-résistance du tissu adipeux
chez le sujet en état d’obésité, notamment via la sécrétion d’IFNy, le recrutement et I’activation

des macrophages et des DC.

Déclenchement de ’inflammation

Il existe potentiellement plusieurs déclencheurs différents dont : I’exces de nutriment,

une dysbiose intestinale et enfin 1’expansion rapide et incontrdlée du tissu adipeux.

a) L’exces de nutriment

L’exces d’apports induit une augmentation des lipides circulants qui peuvent contribuer
a P’inflammation du tissu adipeux lorsque le sujet est en situation d’obésité (du fait d’un
déséquilibre en faveur de la lipolyse). Les AGNE peuvent se lier aux TLR, tels que TLR2 et
TLR4 exprimés par les macrophages infiltrant le tissu adipeux (Nguyen et al., 2007). Via
TLR2/4, les AGNE induisent 1’activation des voies « c-Jun N-terminal kinases » (JNK) et
« Nuclear factor-kappa B » (NF-kB) augmentant la production de cytokines inflammatoires
telles que I'IL-6, ’IL-1B ou encore le TNF-a. Le transporteur d’acide gras, aP2/FABP4,

pourrait également favoriser la signalisation pro-inflammatoire dans les macrophages. En effet,
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des macrophages déficients en aP2/FABP4 présentent une activité réduite de la kinase IKK[

entrainant une réduction de I’expression de COX-2 et des cytokines pro-inflammatoires

(Makowski et al., 2005).

b) Dysbiose intestinale

L’obésité et le régime hypercalorique associé, sont responsables de 1’altération du
microbiote intestinal. En effet, chez 1’adulte, le microbiote intestinal est principalement
constitué de Firmicutes et de Bacteroidetes. Au cours de I’obésité, la dysbiose intestinale est
caractérisée par une augmentation de la présence de Firmicutes et une diminution des
Bacteroidetes (Konrad and Wueest, 2014). De plus, la diminution de la diversité bactérienne
est corrélée a la résistance a I’insuline, I’inflammation et la dyslipidémie (Karlsson et al., 2013).
La modification des especes bactériennes est accompagnée d’une augmentation de la
perméabilité intestinale entrainant notamment une hausse du taux circulant des
lipopolysaccharides (LPS) produits par les bactéries intestinales (Cani et al., 2008). Le passage
de la barriére intestinale par le LPS est facilité par une diminution de I’expression des genes
des jonctions serrées expliquant en partie ’augmentation de la perméabilité intestinale. Le LPS
peut induire une cascade inflammatoire via I’activation des récepteurs « Toll Like Receptor 4 »
(TLR4) (Saad et al., 2016). Le LPS dérivé de I’intestin a ét€ démontré comme activateur de
I’inflammation du tissu adipeux mésentérique (Cani et al., 2008). De plus, des taux circulants
de LPS ont été retrouvés plus élevés chez des patients atteints de DT2 par rapport aux patients

controles (Jayashree et al., 2014).

c) Expansion du tissu adipeux

L’expansion incontrdlée du tissu adipeux pourrait également Etre responsable de
I’initiation de I’inflammation au sein de ce dernier. A I’état basal, suite & un apport conséquent
d’énergie, 1’expansion du tissu adipeux passe par une phase d’hyperplasie du tissu via
I’adipogenese, notamment dans le TAsc. Cette hyperplasie est accompagnée d’une angiogenése
appropriée afin d’oxygéner de facon efficace le tissu. Enfin, ce phénomene s’accompagne

¢galement d’un remodelage de la matrice extracellulaire du tissu adipeux. Or, au cours de
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I’obésité, 1’apport trop important d’énergie est associé a un accroissement rapide et massif du
tissu adipeux. Cette expansion s’accompagne de I’hypertrophie des adipocytes et d’une
angiogenese inadaptée, notamment dans le TAvis. En effet, lorsque le TAsc ne peut plus
s’expandre, le TAvis est alors la cible des acides gras. Dans ce tissu, I’adipogenese est
défectueuse mais I’hypertrophie adipocytaire est trés augmentée, engendrant plus d’hypoxie,
de nécrose et d’inflammation. Ceci aboutit a la mise en place de zones faiblement oxygénées
dans le tissu adipeux (Sun et al., 2011). La diminution de 1’apport en oxygeéne dans le tissu
adipeux est connue pour augmenter I’expression de certains génes comme celui de de
I’ « Hypoxia-inductible factor-la » (HIF-1a), de la leptine, de I’'IL-6, ou encore de la
« Monocyte chemoattractant protein-1 » (MCP-1), ce dernier favorisant le recrutement des
monocytes dans le tissu (Quintero et al., 2012). En accord, une étude a montré la présence de
monocytes/macrophages au sein des zones hypoxiques du tissu adipeux de souris rendues
obeses par surnutrition (Rausch et al., 2008). En effet, [’hypoxie du tissu adipeux induit la lyse
des adipocytes par les lymphocytes T CD8+ et le recrutement de macrophages pour phagocyter

les adipocytes apoptotiques.

A I’'inverse d’une inflammation aigué, qui apres une phase d’induction et d’élimination
du pathogéne conduit a une phase de résolution, I’inflammation associée a I’obésité est une
inflammation chronique de bas grade. Cette inflammation est notamment liée a une infiltration
progressive du tissu adipeux par des cellules immunitaires pro-inflammatoires, du fait de la
nécrose adipocytaire. Celles-ci a leur tour modifient le profil des adipocytes vers un profil
inflammatoire (Eljaafari et al., 2015a). Ce cercle vicieux est a 1’origine de I’inflammation
chronique a bas bruit. Cette infiltration du tissu adipeux est associée a une sécrétion
d’adipokines et de molécules pro-inflammatoires qui contribuent a une dysfonction du tissu
adipeux puis a une dysfonction des organes périphériques dus a la propagation de
I’inflammation de bas grade. Cette inflammation entraine la résistance a I’insuline de ces
différents tissus ou organes et conduit au DT2. De plus, I’inflammation chronique du tissu
adipeux participe a la mise en place de la fibrose de ce dernier. Cette fibrose limite a son tour

I’oxygénation et I’expansion du tissu favorisant encore 1’hypoxie.
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La voie TLR4/ NF-xB

Le récepteur TLR4 est un récepteur de I’immunité innée, exprimé principalement par
les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) comme les cellules dendritiques et les macrophages
mais également par les adipocytes (Vitseva et al., 2008) et les CSA (Najar et al., 2017). Le
récepteur TLR4 a pour ligand des endotoxines comme le LPS ou des acides gras saturés. La
stimulation du TLR4 par un ligand induit le recrutement de la protéine adaptatrice MyD88 suivi
par celui des protéines « Interleukin-1 receptor-associated kinase 1/4" (IRAK1/4) puis du
« TNF receptor-associated factor 6 » (TRAF6). TRAF6 va phosphoryler « Transforming
growth factor B-activated kinase 1 » (TAKI) qui va elle-méme phosphoryler IKKP. Le
complexe IKK peut alors phosphoryler la sous-unité IKBa, inhibitrice du complexe NF-«xB et
ainsi induire sa dégradation par le protéasome (Hayden and Ghosh, 2012). NF-«B libéré devient
actif et va pouvoir étre transloqué dans le noyau afin d’exercer sa fonction de facteur de
transcription. NF-xB est capable d’induire 1’expression de cytokines pro-inflammatoires
comme I’'IL-6, I’IL-1f3, le TNF-a mais également de chémokines comme le MCP-1, ou I’'IL-18
(T. Liu et al., 2017) (Figure 14) et COX-2. Or la plupart de ces cytokines et chimiokines sont
impliquées dans 1’inflammation du tissu adipeux et I’insulinorésistance. Il est intéressant de
noter que la voie NF-kB est également activée par I’IL-10 et le TNF-a. De plus, NF-«xB a été
retrouvé comme augmenté dans le tissu adipeux chez des souris rendues obeses par surnutrition
(Carlsen et al., 2009). L’utilisation d’inhibiteurs d’IKKp ou sa délétion chez ces mémes souris
améliore leur résistance a 1’insuline et réduit la masse de leur tissu adipeux (Benzler et al.,
2015). De maniere intéressante, I’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques d’IKKp chez des
patients DT2 réduit la glycémie et I’HbalC de ces patients (Desouza, 2010; Goldfine et al.,
2010).

L’IL-1PB et I’IL-18 dont I’expression est induite par NF-kB sont synthétisés sous forme
de pré-protéine mais nécessite une étape de clivage pour aboutir a leur forme active par
I’inflammasome. Celui-ci est impliqué dans I’inflammation du tissu adipeux et joue un rdle

dans cette maturation.

73



o
Signal 1 o ©
(Signal de danger) o
°® )
@
o &
.o
®o® l
4 0
Inflammation TLR ,J,f\\
L 9 ¢
S
|
63
AN ¢
[
IL 18 @ IL-8
Caspase-1
Pro- IL Pro IL-8 ..
PYCARD
-
Pro-caspase 1
NLRP3
Assemblage de
l'inflammasome
- Composants
Signal 2 : de l'inflammasome
ROS - pro-IL-1B
Hyperglycémie - pro-IL-18 d
Cristaux de choléstérol 4_l ”
Inflammasome Acides gras libres ONONOVNONNORNONG

Figure 15 : Schéma de ’activation de la voie ’inflammasome NLRP3.

74




L’inflammasome

L’inflammasome est un complexe protéique oligomérique cytosolique. Pour étre
correct, il faut parler des inflammasomes. En effet, il en existe 4 nommés NLRP1, NLRP3,
NLRC4 et AIM-2. Le mieux caractéris€é dans 1’insulino-résistance est I’inflammasome 3, «
Nod-like receptor protein 3 » (NLRP-3). Il est constitué de trois sous-unités : le senseur de
signaux de danger (NLRP3), la procaspase-1 et PYCARD (ou ASC). Grice a son activité
caspase, NRLP-3 est capable de cliver la pro-IL-1B et la pro-IL-18 qui sont les formes
immatures de I’IL-1f3 et I’IL-18 (B.-Z. Shao et al., 2015) (Figure 15).

L’activation de I’inflammasome nécessite deux étapes (Sutterwala et al., 2014). La
premiere nécessite un signal de « priming » ou d’initiation ou signal 1, dans laquelle des
signaux de dangers sont reconnus par un TLR et activent la voie de signalisation NF-xB. NF-
kB induit une augmentation d’expression des composants de I’inflammasome, tel que NLRP3,
en plus des pro-IL-1P et pro-IL-18 (Bauernfeind et al., 2009). Une autre protéine a été
démontrée comme impliquée dans le « priming » de I’inflammasome NLRP3 notamment dans
le tissu adipeux, il s’agit de « Regulated in development and DNA damage response-1 »
(REDDV1). En effet, la délétion de REDD1 inhibe I’activation de I’inflammasome NLRP3 et la
sécrétion d’IL-1 dans des macrophages mais également au niveau d’explants de tissu adipeux
stimulés par le LPS. De plus, il a été montré que I’effet de REDDI1 sur I’activation de
I’inflammasome passe par la régulation de la voie NF-kB puisque son activité est inhibée dans

des macrophages déficients en REDD1 (Pastor et al., 2017).

La seconde étape est 1’oligomérisation de NLRP3 au cours de laquelle ’adaptateur
PYCARD et la pro-caspase 1 sont recrutés formant ainsi un inflammasome actif. Ce qui
déclenche la transformation de la pro-caspase-1 en caspase-1 et donc la maturation de I’IL-1[3
et I'IL-18 (B.-Z. Shao et al., 2015). Plusieurs signaux différents peuvent étre responsables du
déclenchement de 1’assemblage de I’inflammasome NLRP3. Ceci peut étre : un autre signal de
danger dont les récepteurs sont intracellulaires (NLR ou récepteur de lectin, CLR) induit par
des dérivés réactifs de 1’oxygene (ROS) (Crane et al., 2014), ou un flux calcique provenant de
la mitochondrie (Iyer et al., 2013) ou des cristaux de cholestérol (Rajaméki et al., 2010), ou le
glucose (Y. Chen et al., 2016), ou I’ « High mobility group box 1 protein » (HMGB1) ou encore
des « Advanced glycation end-product » (AGE) ou enfin des molécules inflammatoires comme

les HSP. De plus, il a été¢ démontré que les AGNE saturés (comme le palmitate) sont capables
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d’activer I’inflammasome dans des macrophages activés par le LPS (Wen et al., 2011) en plus

de leur capacité a se lier aux TLR.

L’obésité est également connue pour augmenter les niveaux d’expression dans le tissu
adipeux humain, de NLRP3 ainsi que de la procaspase-1 (Rheinheimer et al., 2017; Stienstra et
al.,2010). A I’inverse, un régime amaigrissant d’au moins 1 an est capable d’induire 1’inhibition
de I’expression de NLRP3, de la procaspase-1 et de PYCARD dans le tissu adipeux humain
(Vandanmagsar et al., 2011). De plus, la délétion de NLRP3 dans des souris soumises a un
régime hypercalorique améliore la réponse a I’insuline et la tolérance au glucose de ces souris,
en comparaison aux souris sauvages (Vandanmagsar et al., 2011). De plus, cette méme délétion
protege également les cellules B du pancréas de la mort causée par un régime hypercalorique
(Youm et al., 2011). Enfin, il a ét¢ démontré que la délétion de REDDI1, qui est également
impliquée dans I’activation de NLRP3, protege de la stéatose hépatique non-alcoolique dans un
modele de souris rendues obeses par surnutrition (Dumas et al., 2020). Cela démontre donc
I’impact de I’inflammasome sur 1’insulino-résistance du tissu adipeux mais également des

autres organes périphériques.

De facon intéressante il a été démontré que NLRP3, la procaspase-1 et PYCARD sont exprimés
dans les macrophages mais également dans les adipocytes (Stienstra et al., 2010; Zhang et al.,
2018). Ceci a démontré le role majeur de I’inflammasome NLRP3 dans I’inflammation du tissu
adipeux dans son ensemble. De plus, bien que n’ayant pas déterminé quel inflammasome était
activé, I’étude du Dr Eljaafari réalisée in vitro dans un modele de co-culture avec des CSA
provenant de sujets présentant une obésité et des cellules immunes, a clairement montré que
I’activation des Th17 médiée par les CSA obeses requiert 1’activation de la caspase 1 par

I’inflammasome (Eljaafari et al., 2015a).

Le tissu adipeux est une des cibles de I’insuline. Cette hormone stimule le stockage des
TG dans les adipocytes. En effet, I’insuline induit une augmentation de I’adipogenése et de la
lipogenese et inhibe la lipolyse (Baumgard et al., 2016). La signalisation de I’insuline est

déclenchée par la fixation de cette derniere sur son récepteur transmembranaire, qui est une
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tyrosine kinase composée d’une chaine a et 3 (Lee and Pilch, 1994). La liaison de I’insuline sur
son récepteur induit une autophosphorylation de ce dernier, le recrutement de protéines
adaptatrices ainsi que le recrutement de I’«insulin receptor substrate 1» (IRS-1). Ce
recrutement permet la phosphorylation de IRS-1 par I’activité tyrosine kinase du récepteur.
(Copps and White, 2012). L’activation de IRS-1 suite a sa phosphorylation sur un résidu
tyrosine, permet 1’activation de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) produisant alors du
phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (PIP3). Le PIP3 active a son tour d’autres kinases
telles qu’Akt qui facilitent I’entrée du glucose par translocation de GLUT4 a la membrane. Si
IRS-1 est phosphorylée sur certains sites, comme la sérine 307 et non pas sur un résidu tyrosine,
son activité est inhibée (Aguirre et al., 2002). Ceci aura pour conséquence une diminution de
I’entrée de glucose et une augmentation de la lipolyse, favorisant ainsi I’hyperglycémie et
I’hyperlipidémie. Suite a leur activation, la sérine/thréonine kinase IKKJ, ainsi que JNK sont
capables de phosphoryler IRS-1 sur la sérine 307 et ainsi d’inhiber la signalisation de 1’insuline
(Figure 16). Or, ces deux dernieres kinases, peuvent étre activées par les AGNE saturés se liant
au TLR2/4 ou encore par certaines cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, 'IL-1p et I’'IL-6)
(Aguirre et al., 2002; Major and Wolf, 2001; Reinhard et al., 1997). L’augmentation des
cytokines inflammatoires et des AGNE saturés au cours de 'obésité induit donc le phénomene
d’insulino-résistance. Cette insulino-résistance participe au défaut de stockage des lipides dans
les adipocytes, qui seront alors relargués dans la circulation pour former des dépdts ectopiques,
notamment au niveau musculaire, hépatique et pancréatique. Ces dépots ectopiques associés a
I’inflammation périphérique vont induire une insulino-résistance du muscle, du foie (Snel et al.,

2012) ainsi qu’une inhibition de la sécrétion d’insuline par le pancréas (Saisho, 2016).

IV. Les lymphocytes Th17

Les lymphocytes Th17 sont un sous-type de T helper, bien distincts des Th1 et Th2 et ayant un

r6le dans la défense microbienne et dans 1’auto-immunité.

Les lymphocytes T naifs peuvent €tre polarisés en lymphocytes Th17. Les Thl7
sécretent des cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-17A/F, ’IL-21 et ’IL-22. Les Th17
ont été découverts ils y a quelques années, en 2003 (Aggarwal et al., 2003), mais I’'[L-17 a été

clonée depuis 1995 (Yao et al., 1995). La polarisation des lymphocytes T naifs en Th17 est plus
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complexe que pour les autres sous-types de lymphocytes T helper. Les premieres études menées
chez la souris ont suggéré que 1'lL-23 induit I'expression d'IL-17 (Harrington et al., 2005;
Langrish et al., 2005). Cependant, des études ultérieures ont démontré que le récepteur IL-23
n'est exprimé sur les cellules Th17 qu’apres polarisation, donc I’IL-23, ne peut pas induire la
différenciation des lymphocytes T naifs en Th17. Pour permettre la polarisation des Th17, un
signal composé¢ d’IL-6 et de TGF-f3 est nécessaire (Torchinsky and Blander, 2010). L’IL-6
induit I’expression dans les lymphocytes T naifs de STAT3, un facteur de transcription, qui va
induire ’expression d’IL-21. L’IL-21 associée a I’IL-6 et au TGF-3 renforce 1’expression de
STAT3. STAT3 induit I’expression d’un autre facteur de transcription, « RAR-related orphan
receptor gamma » (RORC). RORC est le facteur de transcription critique pour les Th17
puisqu’il induit I’expression d’IL17 par ces derniers. En parallele de cette signalisation, 1’IL-6
et I’IL-21 induisent I’expression du récepteur a I’IL-23, IL-23R. Ce récepteur est exprimé sur
les lymphocytes Th17 activés ou mémoires. La fixation de I’IL-23 sur son récepteur permet la
stabilisation de I’expression de STAT3 et de RORC et permet le maintien du phénotype Th17
(Torchinsky and Blander, 2010).

L’IL-17 appartient a une famille composée de 6 cytokines structurellement apparentées :
I’'IL-17A a P'IL-17F. L’IL-17A et F sont impliquées dans I’inflammation, elles partagent
d’ailleurs plus de 50 % d’homologie (McGeachy et al., 2019; Starnes et al., 2001). Il existe cinq
récepteurs pour I’IL-17 : IL-17RA, IL-17RB, IL-17RC, IL-17RD et IL-17RE (Gaffen, 2009),
les récepteurs de I’IL-17 se dimérisent afin de pouvoir fixer leurs ligands. Le récepteur pour
I’IL-17A et F est composé de la sous-unité IL-17RA et RC (S. Liu et al., 2013). Ce dimere est
exprimé de fagon ubiquitaire avec un taux d’expression particuliecrement augmenté dans les

cellules de la lignée hématopoiétique (Gaffen, 2009).

La fixation de I’'IL-17A ou F a son récepteur induit le recrutement d’Actl. Actl a une
activité E3 ubiquitine ligase. Lors de son recrutement au niveau du récepteur, il recrute et
ubiquitine TRAF6. Ainsi comme dans la voie TLR4, TRAF6 phosphoryle TAK1 et induit son
activation. TAK1 pourra alors activer la voie NF-KB. En parallele, TRAF6 permet l'activation
des voies MAPK (mitogen-activated protein kinase) et AP1 (Protéine activatrice 1) et des
facteurs de transcription C/EBPB (McGeachy et al., 2019) (Figure 17). L’activation de ces
différentes voies de signalisation permet I’expression de cytokines pro-inflammatoires (IL-1f3,
IL-6, TNF-a), de chimiokines (CXCL8, CXCLI1, CXCLI10) et de métalloprotéinases
matricielles. Or I’expression des récepteurs de, I’IL-17A/F est ubiquitaire, assurant donc un role

inflammatoire important de ces cytokines car capables de propager 1’inflammation.
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Le role des Th17 dans I’immunité est particulierement important au niveau des surfaces
épithéliales et des muqueuses (Ouyang et al., 2008). L’infection par des bactéries
extracellulaires gram positives comme Propionibacterium acnes, gram négatives telles que
Citrobacter rodentium, Klebsiella pneumoniae, ou encore par des champignons comme
Candida albicans, est capable d’activer la réponse Th17 (Miossec et al., 2009). L’IL-17
participe notamment au recrutement des polynucléaires neutrophiles (Liu et al., 2016). Par
exemple, la bactérie Klebsiella pneumoniae induit la sécrétion d’IL-17 par les Th17 intra
pulmonaires. Cette sécrétion est capable d’induire 1’expression d’IL-1f3, d’IL-8 de la protéine
inflammatoire des macrophages-2 (MIP-2) et du facteur de stimulation des colonies de
granulocytes (GM-CSF) par les cellules pulmonaires. Ces facteurs permettent un recrutement
accru des polynucléaires neutrophiles (Ye et al., 2001). Dans le cas d’une infection fongique,
I’IL-17 et les Th17 participent également, a la protection de 1’organisme. Candida albicans est
un organisme commensal qui colonise les muqueuses humaines. Les souris IL-17RA—/— sont
tres sensibles a I’infection par Candida albicans. Chez ces souris, une forte diminution du
nombre de neutrophiles a été mis en évidence (W. Huang et al., 2004). D’ailleurs, une autre
étude a montré dans un modele murin de candidose, que 1'lL-17 et 1'lL-23 jouent un rdle
protecteur contre Candida albicans (Conti et al., 2009). En dehors de leur réle dans I’'immunité
antibactérienne, un sous-type des lymphocytes Th17 dit « pathogénique » est impliqué dans la

physiopathologie des maladies auto-immunes/inflammatoires (Chehimi et al., 2017).

En effet, les lymphocytes Th17 ne sont pas une population homogene. 1l faut séparer les
Th17 non pathogéniques, associés a la résolution des infections bactériennes et fongiques, et
les Th17 pathogéniques associés a I’inflammation chronique et aux maladies auto-immunes.
Les Th17 non pathogéniques et pathogéniques different notamment par leur localisation. Les
Th17 non-pathogéniques se retrouvent au niveau des muqueuses alors que les Thl7
pathogéniques se trouvent dans les sites d’inflammation chronique. Des lymphocytes Th17 ont
été identifiés dans plusieurs pathologies inflammatoires chroniques ou auto-immunes telles que
la polyarthrite rhumatoide, le psoriasis, la sclérose en plaques et la maladie inflammatoire de
l'intestin, dans ces maladies une augmentation du nombre de Th17 a par conséquent été mis en
évidence (Eljaafari et al., 2012; Li et al., 2017; Restorick et al., 2017; Rovedatti et al., 2009;
Weaver et al., 2013). De facon intéressante, chez des patients diabétiques de type I, il existe

une corrélation entre le pourcentage de cellules Th17 pathogéniques dans le sang et la gravité
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de la pathologie (Reinert-Hartwall et al., 2015), suggérant que cette population de lymphocytes

T pourrait jouer un role important dans les maladies auto-immunes pro-inflammatoires.

La polarisation des lymphocytes T naifs en cellules Th17 non pathogéniques ou
pathogéniques dépend du milieu cytokinique présent au cours du processus de différenciation.
Le traitement de lymphocytes T naifs par I’'IL-6 et le TGF-f1 favorise la polarisation en Th17
non pathogéniques (McGeachy et al., 2007). Les Th17 non pathogéniques sécretent de I’'IL-10,
une cytokine anti-inflammatoire qui limite leur pathogénicité. Cependant, I'exposition de Th17
non pathogéniques a 1'lL-23, pourrait entrainer leur conversion en cellules Th17 pathogéniques
(Ghoreschi et al., 2010). De plus, la polarisation des Th17 pathogéniques pourrait se faire en
absence de TGF-B1, en présence d’un cocktail de cytokines composé soit d’IL-6, d’IL-23 et
d’IL-1B (Ghoreschi et al., 2010). Le TGF-B3 pourrait également avoir un rdle dans la
polarisation des Th17 pathogéniques. En effet, en combinaison avec 1I’IL-6, il permet d’induire
un phénotype pathogénique. Les auteurs ont proposé un modele dans lequel le type de TGF-f3
(1 ou 3) serait au cceur de la détermination vers 1’'un des deux phénotypes durant la premiere
étape de polarisation des Th17 (Lee et al., 2012). Le GM-CSF, la prostaglandine E2 ou encore
la molécule RBPJk, qui est associée a la régulation de la voie Notch, sont associés a la
pathogénicité des Th17 (Boniface et al., 2009; El-Behi et al., 2011; Meyer Zu Horste et al.,
2016). En différenciant les Th17 pathogéniques et non-pathogéniques in vitro, pres de 233
genes ont été décrits comme régulés de facon différentielle entre les deux sous-types de Th17.
Les lymphocytes Thl7 pathogéniques expriment plus de cytokines/chimiokines pro-
inflammatoires telles que CXCL3, CCL4, CCLS, I’'IL-3 et IFNy et des facteurs de transcription
tels que TBX21 et STAT4, tandis que les cellules Th17 non pathogéniques sécretent des
cytokines anti-inflammatoires, telle que 1'IL-10 (Lee et al., 2012; Xinyu Wu et al., 2018).
TBX21 et STAT4 sont les facteurs de transcription spécifiques des Thl. Les Thl7
pathogéniques ont donc un profil de Th17/Thl ce qui se traduit par I’expression d’IL-17 d’une
part et d’IFNy d’autre part.

83



Une augmentation du nombre de Th17 et de la production d’IL-17A/F ont été décrites
dans le tissu adipeux, le foie et le sang de souris soumises a un régime hypercalorique (Chen et
al., 2014; Winer et al., 2009; Ziiiga et al., 2010). Les mémes observations ont été obtenues
chez I’Homme. En effet, chez les sujets obeses et/ou DT2, le nombre de Th17 ainsi que la
sécrétion d’IL-17 a également été décrite comme augmentée, notamment dans le tissu adipeux
(Dalmas et al., 2014; Fabbrini et al., 2013) mais également en périphérie (H. Chen et al., 2016;
Ipetal., 2016). Les lymphocytes Th17 sont également augmentés en périphérie chez les enfants
atteints d’obésité abdominale ou de diabete de type I (Luczynski et al., 2015). De plus,
I’expression des récepteurs de I’IL-17 dans le muscle et le foie est corrélée a I’insulino-

résistance (Fabbrini et al., 2013).

A T’inverse, une autre étude a mis en évidence une diminution du niveau circulant d’IL-
17 chez des patients atteints de DT2 (Cortez-Espinosa et al., 2015). Néanmoins, tous les
volontaires dans cette étude étaient sous metformine pour leur DT2. Il a été démontré que la
metformine diminue la polarisation des Th17 chez la souris (Kang et al., 2013). De plus, chez
les patients DT2 nouvellement diagnostiqués, trois mois de traitement a la metformine aboutit
a une diminution de la concentration d’IL-17 (Kang et al., 2013). Ce qui laisse supposer que la
diminution d’IL-17 observée dans 1’é¢tude de Cortez-Espinosa, est due au traitement de ces

patients.

Au-dela de I’augmentation des Th17, dans 1’obésité et ses pathologies associées, il faut
également souligner le role de la balance entre les différents sous-types de lymphocytes T
helpers. En effet, les Tregs inhibent la polarisation des Thl et des Th17. Néanmoins, comme
nous I’avons vu précédemment au cours de I’obésité le nombre de Tregs diminue pendant que
le nombre de Th1/Th17 augmente. Il y a donc un profond déséquilibre entre ces populations.
L'équilibre lymphocytaire Treg/Th17 semble étre impliqué dans I'homéostasie glucidique et le

contrOle de la pression artérielle (Calcaterra et al., 2020; Wen et al., 2021).

Facteurs impliqués dans la polarisation des Th17 durant I’obésité

Plusieurs facteurs peuvent étre responsable de la polarisation des Th17 durant 1’obésité

et ses pathologies associées.
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Les macrophages M1 qui infiltrent le tissu adipeux au cours de 1’obésité, peuvent
participer a la polarisation et au recrutement des Th17. Ces macrophages, durant 1’obésité
sécretent de I’IL-6, de I'IL-1P3, et de I’IL-23 et comme nous 1’avons vu précédemment, ces trois
cytokines ont été décrites comme impliquées dans la polarisation des Th17. De plus
I’expression de ces trois cytokines est corrélée a I’expansion du tissu adipeux chez le sujet obése
et/ou DT2. Aussi, au sein du tissu adipeux de patients obeses, on observe une augmentation de
ces deux populations cellulaires de maniere concomitante (Winer et al., 2009). Les
macrophages induisent la polarisation des lymphocytes T naifs en Th17, qui via leur sécrétion
de GM-CSF vont participer a la polarisation des macrophages. Une telle boucle d’amplification
a été mise en évidence in vitro dans un modele de polyarthrite rhumatoide (Li et al., 2013). De
plus, I'utilisation d’anticorps bloquant I’IL-13 dans un modele de co-culture impliquant des
lymphocytes T et des macrophages a confirmé le rdle de I’IL-13 provenant des macrophages
dans la sécrétion d’IL-17. Dans cette étude les auteurs ont démontré que 1’IL-1[3 provenant des
macrophages du TAvis induit la polarisation de plusieurs populations de lymphocytes
exprimant ’IL-17, ’IL-22 ou ces deux cytokines (Dalmas et al., 2014). De plus, au sein du tissu
adipeux provenant de sujets obeses, le TNF-a est fortement exprimé (Maury and Brichard,
2010)et il a été démontré qu’il favorise la polarisation des Thl et des Th17 (Iwamoto et al.,
2007). 11 a été démontré que 1’acétylcoenzyme A carboxylase 1 (ACC1), une enzyme qui limite
la vitesse de synthese des acides gras, est positivement régulée durant 1I’obésité. L’augmentation
d’ACC1 permet une augmentation de la polarisation des Th17 et ce, en favorisant la liaison du
facteur de transcription RORyt (le geéne orthologue de RORC chez la souris) au niveau du

promoteur des genes spécifiques des Th17 (Endo et al., 2015).

D’autres molécules peuvent participer a la régulation des Th17. Par exemple, I’irisine,
une hormone récemment identifiée, a été décrite comme protectrice contre la prise de poids
associée a un régime hypercalorique (Bostrom et al., 2014). Il a par la suite ét€ démontré que
la concentration d’irisine était inversement corrélée aux complications liées au DT?2, tel que les
rétinopathies et qu’elle avait un effet protecteur vis-a-vis de ces pathologies (Hu et al., 2016).
Wang et son équipe ont suggéré que cette protection était liée a une inhibition de la sécrétion
d’IL-17 (Wang et al., 2016). La molécule de costimulation OX40 (CD134) semblerait par
contre, jouer un role dans la polarisation des Th17. En effet, la délétion de cette molécule chez
des souris rendues obeses diminue leur prise de poids, ainsi que leur glycémie a jeun. De plus,
la déplétion de OX40 induit une diminution partielle du nombre de Th17 dans le tissu adipeux

(B. Liu et al., 2017).
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Enfin, les CSA du sujet obese sont également capables d’induire la polarisation des
lymphocytes T en Th17 (Eljaafari et al., 2015a). Nous verrons plus en détail I’implication des
CSA dans le chapitre suivant. Notre équipe a également mis en évidence le role des adipocytes

provenant de sujets en état d’obésité, dans la polarisation des Th17 (Chehimi et al., 2017).

V. Propriétes des cellules souches du tissu adipeux :

issues de sujets minces ou obéses

Le tissu adipeux au cours de I’obésité voit le profil des cellules qui I’infiltrent, se
modifier. Comme nous 1’avons vu, les cellules immunitaires anti-inflammatoires disparaissent
au profit des cellules pro-inflammatoires. Les CSA provenant de sujets normo-pondérés
possédent des capacités d’immunosuppression, au méme titre que les CSM de la moelle osseuse
(Waldner et al., 2018). Un article a démontré que les propriétés d’immunosuppression des CSA
seraient supérieures a celles des CSM isolées de la moelle osseuse (Melief et al., 2013b).

Néanmoins, durant 1’obésité les propriétés des CSA évoluent vers un profil inflammatoire.

Les cellules souches sont des cellules indifférenciées qui possedent des capacités d’auto-
renouvellement, de différenciation selon les stimuli et de prolifération en culture. Les cellules
souches peuvent étre classées en fonction de leur potentiel de différenciation ainsi que par leur

origine. On distingue 4 grands types de cellules souches :

- Les cellules souches totipotentes qui sont retrouvées au sein du zygote, jusqu’au
stade morula (8 cellules). Elles sont dites totipotentes car elles peuvent se
différencier en tous les types cellulaires y compris les annexes embryonnaires. Elles
peuvent donc permettre le développement d’un organisme entier (Kelly, 1977).

- Les cellules souches pluripotentes correspondent aux cellules souches
embryonnaires. Elles sont présentes dans la masse interne du blastocyte. Elles
peuvent se différencier en tous les types cellulaires des trois feuillets embryonnaires

(Thomson et al., 1998). Parmi les cellules souches pluripotentes se trouvent

86



également les cellules souches pluripotentes induites (iPSC). Les iPSC sont issues
de cellules adultes différenciées qui sont reprogrammées afin de retrouver des
caractéristiques de cellules pluripotentes (Takahashi and Yamanaka, 2006).

- Les cellules souches multipotentes sont retrouvées dans les tissus feetaux et adultes,
et possedent des capacités d’auto-renouvelement. Elles peuvent donner naissance a
plusieurs types cellulaires mais sont déja engagées. Les CSM tout comme les CSA
sont des cellules souches multipotentes (Pittenger et al., 1999).

- Les cellules souches unipotentes sont capables de se différencier en un seul type
cellulaire mais possedent encore leur capacité d’auto-renouvelement (Zakrzewski et

al., 2019).

Caractéristiques et localisations des CSA

Ainsi les CSA sont des CSM adultes présentes au sein du tissu adipeux. La premiere
description des CSM fut réalisée par le pathologiste allemand Julius Cohnheim en 1867. A
I’époque d’aprés Prockop, Conheim avait observé et décrit des cellules fibroblastiques
provenant de la moelle osseuse et capables de réparer un tissu 1ésé (Prockop, 1997). Plus tard,
en cultivant des cellules de moelle osseuse issues de cobayes, Friedenstein et ses collegues ont
trouvé une population de cellules non hématopoiétiques ayant une morphologie fibroblastique
nourriciere et pouvant adhérer au plastique des flacons de culture. Ces cellules étaient capables
de former des colonies, dont la taille augmentait progressivement. Ces colonies ont ét€ nommés
« colony-forming unit fibroblasts » (CFU-F). Le CFU-F consiste en un clone de cellules
individuelles, chaque colonie étant formée par des cellules identiques. Ces cellules ont une
activité proliférative élevée et sont capables de se différencier en d'autres types cellulaires
(Friedenstein et al., 1970). Les CSM sont des cellules capables d’auto-renouvellement dites
multipotentes, c’est-a-dire qu’elles peuvent se différencier a minima en adipocytes,
chondrocytes et ostéoblastes. Il n'y a pas de marqueur spécifique pour l'identification des CSM.
Néanmoins, en 2006, la Société Internationale de Thérapie Cellulaire a proposé des criteres
minimaux pour identifier les CSM. Les CSM doivent étre adhérentes au plastique et doivent

exprimer trois clusters de différenciation (CD) CD73, CD90 et CD105. Cependant, elles ne
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doivent pas exprimer CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79alpha, CD19 et I'antigéne leucocytaire
humain-DR (HLA-DR). Enfin, les CSM doivent avoir un potentiel de différenciation in vitro,
adipogénique, ostéogénique et chondrogénique (Dominici et al., 2006). C’est plus de 30 ans
apres Friedenstein que les cellules souches mésenchymateuses dérivées du tissu adipeux ont été
décrites (Zuk et al., 2001). Les CSA sont obtenues apres une liposuccion ou une chirurgie
bariatrique, suivi d’une digestion enzymatique du tissu et d’une centrifugation, on obtient alors
la SVF qui contient les CSA, entre autres. Les CSA possedent les mémes caractéristiques
minimales que les CSM, grice a leur adhérence au plastique et leur prolifération élevée, il est
relativement simple de les isoler des autres cellules présentes dans la SVF. Une différence avec
les CSM est liée a ’expression de CD34, qui peut étre présent trés précocement aprés leur
isolement mais qui disparait rapidement en culture (Maumus et al., 2008; Silva et al., 2017). De

plus, les CSA ont pour avantage d’étre bien plus nombreuses que les CSM de la moelle osseuse.

Les CSA sont localisées dans un environnement particulier au sein du tissu adipeux, la
niche. Le terme niche a été utilisé pour la premiere fois par Schofield en 1978 (Schofield, 1978).
La niche est un environnement complexe et dynamique avec des interactions continues entre
les cellules souches et les cellules de la niche, permettant aux cellules souches de rester dans
un état de quiescence et de maintenir leurs propriétés d’auto-renouvellement. La niche fournit
également une barricre face au stress que peut subir le tissu. Néanmoins, 1’atteinte de la niche
pourrait étre ’une des causes de certaines pathologies, en modifiant les propriétés intrinseéques
des cellules. Un exemple de niche est celle de la niche périvasculaire dans laquelle les CSA
sont associées aux cellules périvasculaires entourant les vaisseaux sanguins du tissu adipeux
(Pérez et al., 2018). Leur localisation leur permet de participer a 1’angiogenése et a
I’adipogenese du tissu. Le facteur majeur de la niche qui module la quiescence et stimule les
CSA est le « fibroblast growth factor 2 » (FGF2). Il joue un role dans 1'auto-renouvellement des
CSA (Zaragosi et al., 2006) et maintient leur multipotence (Rider et al., 2008). Le facteur de
croissance dérivé des plaquettes (PDGF) stimule la prolifération et la migration des CSA (Kang
et al., 2005). Réciproquement les CSA sécretent du VEGFa permettant le développement de

I’angiogenese.
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Figure 18 : Résumé des propriétés immunomodulatrice des CSA.
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Propriét€s immunomodulatrices des CSA

Les CSA sont considérées comme ayant des propriétés d’immunomodulation plus
importantes que les CSM. En comparaison avec les CSM, elles ont pour avantage d’étre
accessibles plus facilement, d’ou leur utilisation en thérapie cellulaire. Par exemple, I’injection
de CSA a des patients atteints de polyarthrite rhumatoide limite 1’inflammation en induisant la
sécrétion d’IL-10 et la polarisation des Tregs (Lopez-Santalla et al., 2015). De plus, les CSA
sont tolérogénes puisqu’elles n’expriment que les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe I (CMH I) et non pas de classe II (CMH II), ce qui limite le risque
de rejet. Deux modes d’action permettent aux CSA de médier leur activité immunosuppressive :

soit par contact cellulaire, soit par sécrétion de facteurs solubles (Figure 18).

Néanmoins, a 1’état basal, les CSA sont peu immunosuppressives. Cette fonction
nécessite une étape de « priming » afin d’induire leur activité d’immunomodulation. Aussi,
I’IFNy, le TNF-a, I'IL-17A ou encore I'IL-1B sont capables d’induire les fonctions
immunosuppressives des CSM ou CSA (Noronha NC et al., 2019; Sivanathan et al., 2015;
Wobma et al., 2018). De plus, I’application de ces cytokines sur des CSA induit I’expression
du CMH I par ces dernieres, leur permettant de présenter des antigenes aux lymphocytes T
(Crop et al., 2010). Les molécules d’adhésion ICAM-1 et VCAM-1 jouent également un rdle
important dans ’activit¢é immunomodulatrice des CSA, en favorisant I’interaction avec les
cellules immunitaires. Pour rappel, les lymphocytes T CD8+ exprimant CD11a sont ceux qui
infiltrent le tissu adipeux des sujets obeses. Or, CD11a est une des deux molécules formant le

complexe LFA-1, lui-méme étant un ligand d’ICAM-1.

Les propriétés immunosuppressives des CSA passent également par la sécrétion de
facteurs solubles. En effet, elles peuvent sécréter de 1’ « indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase »
(IDO) qui catalyse la conversion du tryptophane en kynurénine. Le tryptophane est impliqué
dans la prolifération cellulaire des cellules immunitaires (Munn and Mellor, 2013), alors que la
production de kynurénine améliore la différenciation des Tregs (Mezrich et al., 2010) et inhibe
la prolifération des lymphocytes T et natural killer (Frumento et al., 2002). La prostaglandine
E2 (PGE2) est un autre médiateur majeur de I’immunomodulation des CSA (Gao et al., 2016).
En effet, le PGE2 induit la production d’IL-10 par les macrophages qui inhibe les fonctions des
cellules natural killer et des T helpers (Eleuteri and Fierabracci, 2019). D’autres facteurs comme
le TGF-B, la COX2 ou encore I’« hepatocyte growth factor » (HGF) peuvent étre impliqués

dans I’immunomodulation des CSA (Ceccarelli et al., 2020).
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Figure 19 : Proposition de classification des CSM selon trois classes

principales. Aprés stimulation, les CSM peuvent se polariser en CSM1 et CSM1” pro-
inflammatoire ou CSM2 anti-inflammatoire, présentant des propriétés opposées.
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Par ces différents mécanismes, les CSA sont notamment capables d’inhiber la
prolifération et la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes, les rendant incapables de
sécréter des immunoglobulines (Franquesa et al., 2015). De plus, les CSA en co-culture avec
des lymphocytes B sont capables de diminuer leurs capacités de migration en régulant
I’expression des récepteurs aux chimiokines telles que CXCR4 et CXCRS5 (Corcione et al.,
2006) par les lymphocytes B. En parallele, les CSA sont capables de stimuler la différenciation
des lymphocytes B régulateurs CD5+ qui sécrétent de I’IL-10 anti-inflammatoire (Peng et al.,

2015), elles sont également capables de stimuler la prolifération des lymphocytes B.

En ce qui concerne les lymphocytes T, les CSA ont également une action
immunomodulatrice sur ces cellules. L’effet des CSA sur les lymphocytes T est entre autres
médié par la production de PGE2 et d’IDO. En effet, elles sont capables d’induire 1’arrét du
cycle cellulaire des lymphocytes T, en GO/G1(Ahn et al., 2014), ce qui a pour effet d’inhiber
leur prolifération. Les CSA sont également capables d’inhiber la différenciation des Thl et des
Th17 mais également d’induire la polarisation des lymphocytes naifs en Th2 anti-
inflammatoires (Ghannam et al., 2010). L’équipe du Dr Eljaafari a également démontré que les
cellules souches d’origine mésenchymateuse sont capables d’inhiber la différenciation des
lymphocytes T cytotoxiques CD8+, en inhibant la production d’IL-2 pas les lymphocytes T
helper (Angoulvant et al., 2004).

Les CSA ont également un effet sur les macrophages et les cellules dendritiques. En
effet, ’expression d’IDO par les CSA induit la polarisation des monocytes en macrophages de
type M2. De plus, la sécrétion de PGE2 stimule la production d’IL-10 par ces mémes
macrophages (Vasandan et al., 2016). Les CSA sécretent de 1’IL-6 qui, en combinaison avec
I’IL-10, est capable d’inhiber la polarisation des macrophages M1 (Melief et al., 2013a). Enfin,
les CSA sont également capables d’induire la polarisation des macrophages M2 via la
production d’exosomes (Heo et al., 2019). Les CSA ont également un effet inhibiteur sur le
nombre et la fonction des cellules dendritiques. En effet, elles diminuent la différenciation des
DC immatures en DC matures (Peng et al., 2012). Les CSA diminuent également le recrutement
de cellules inflammatoires, en inhibant la sécrétion des chimiokines CCL3 et CCL4 par les DC.
Elles inhibent également 1’activation des lymphocytes T via les DC en diminuant 1’expression
du CD86 (molécule de co-stimulation) au niveau des DC (Ivanova-Todorova et al., 2009).
L’action des CSA sur les DC passe en partie par la production de PGE2 (Yaiiez et al., 2010).
Le Dr Eljaafari et son équipe ont démontré que I’inhibition de la différenciation des DC, peut

se faire également par contact intercellulaire, via la voie Notch (Li et al., 2008), par les CSM.
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Néanmoins, les CSA ne présentent pas uniquement des actions anti-inflammatoires. En
effet, selon la stimulation et le type de ligand, les CSA peuvent également devenir pro-
inflammatoires. Pour ce qui concerne les CSM, la stimulation des CSM de la moelle osseuse a
été décrite comme pouvant induire un phénotype pro ou anti-inflammatoire selon le TLR
stimulé. En effet, Waterman et son équipe ont montré que la polarisation des CSM 1 pro-
inflammatoires ou CSM 2 anti-inflammatoires dépendent de la stimulation par le LPS ou I’acide
polyinosinique-polycytidylique (Polyl:C) (Waterman et al., 2010) qui stimulent respectivement
le récepteur TLR4 et TLR3. Dans ce contexte les CSM 1 sécretent plutot de 1’IL6 et de I'[L-8
alors que les CSM 2 secretent des cytokines anti-inflammatoires telles ’IDO, le PGE2 et I’IL-
10. Un troisieme phénotype a été décrit. La stimulation de CSM par du TGF-1 en combinaison
avec du TNF-a induit la sécrétion par les « CSM 1 » de MCP-1, d’IL-8 et de COX2 via Smad3
et NF-kB (Lerrer et al., 2017) (Figure 19). Par ailleurs, le Dr Eljaafari a également montré le
role des CSM dans la physiopathologie de la polyarthrite rhumatoide. En effet, les CSM
provenant de patients atteints de polyarthrite rhumatoide induisent ’activation des Th17
pathogéniques contrairement aux CSM provenant de patients contrdles, atteints d’ostéoarthrose
qui induisent I’activation de lymphocytes Th17 sécrétant seulement de I’IL-17A sans IFNy
(Eljaafari et al., 2012)

Ces différents phénotypes sont moins documentés en ce qui concerne les CSA. Néanmoins,
une équipe semble rapporter un phénotype CSA 1 et CSA 2 respectivement capables de stimuler

et d’inhiber la progression tumorale (Rivera-Cruz et al., 2018).

Modification des capacités de prolifération et d’adipogenese des CSA au cours de I’ obésité

Durant le développement de 1’obésité, les CSA participent a 1’expansion du tissu
adipeux. Néanmoins 1’augmentation de la prolifération des CSA au sein du tissu adipeux obese
n’est pas clairement établie. En effet, certaines études démontrent une augmentation de la
prolifération des CSA au cours de I’obésité alors qu’elle reste stable chez les sujets minces
(Maumus et al., 2008). Ces auteurs expliquent 1’augmentation de la prolifération des CSA par
I’action d’adipokines sécrétées par les adipocytes comme la leptine et I’IL-6, qui sont toutes les
deux augmentées durant I’obésité. L’hypoxie favoriserait également la prolifération des CSA

in vitro via I’expression du FGF-2 et du « vascular endothelial growth factor » (VEGF) induit
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lui-méme par le facteur de transcription HIF1-a (Kakudo et al., 2015). Néanmoins, d’autres
études ont démontré un résultat inverse. En effet, la diminution de la prolifération des CSA
obeses par rapport aux CSA minces a été mise en évidence ainsi qu’une diminution de la
viabilité des CSA dans le tissu adipeux des sujets en état d’obésité. Cette diminution a été
associée a une augmentation des dommages de I’ADN qui augmentent au cours de 1’obésité
(Pérez et al., 2015) et a un raccourcissement des télomeres, suggérant une diminution des
capacités d’auto-renouvellement des CSA. Pour réconcilier ces études, une étude ayant analysé
les capacités prolifératives des CSA du sujet anciennement obese, récemment obeése ou minces
a permis de déterminer que la prolifération des CSA semble au final augmenter dans les stades
précoces d’obésité puis diminuer de facon importante dans les stades plus tardifs (Mitterberger

etal., 2014).

Par ailleurs, les capacités de différenciation des CSA en adipocytes semblent également
suivre le méme cycle d’altération. En effet, des études ont montré que les CSA isolées a des
stades précoces d’obésité sont capables d’augmenter 1’adipogenése, alors que les CSA isolées
a des stades tardifs démontrent une diminution de leur différenciation en adipocytes (Badimon
and Cubedo, 2017). Les capacités de différenciation des CSA sont en fait liées au niveau
d’inflammation du tissu adipeux. Au cours de 1’obésité, la production de molécules pro-
inflammatoires augmente ce qui a pour effet d’inhiber la différenciation des CSA en adipocytes
(Badimon and Cubedo, 2017), notamment via la sécrétion d’IL-6 et de TNF-a (Gustafson and
Smith, 2006). En accord, des CSA provenant de femmes ayant subi une chirurgie bariatrique

présentent une adipogenese partiellement restaurée (Silva et al., 2015).

De plus, les modifications des capacités de différenciation et de prolifération des CSA
peuvent varier selon leur localisation. En effet, les CSA issues du TAvisc sont moins aptes a
proliférer et a se différencier en adipocytes que celles du TAsc. Cela s’expliquerait par une
expression plus élevée de C/EBPa par les CSA du TAsc par rapport au TAvisc (Tchkonia et
al., 2005). Dans un contexte d’obésité les CSA du TAsc semblent conserver pour partie, leur
capacité de différenciation en adipocytes, cependant de fagon moindre que chez le sujet mince
alors que les CSA du TAvis présentent une inhibition quais-complete de 1’adipogenése (De

Girolamo et al., 2013).
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Voies de signalisation impliquées dans la modulation des fonctions de différenciation et de prolifération

des CSA

Plusieurs voies de signalisation, ayant un role dans le caractere souche des CSA, sont
impliquées dans I’altération des fonctions des CSA, notamment la voie Wnt (Prestwich and
MacDougald, 2007), Sonic Hedgehog (Fan et al., 2018) et la voie Notch (Shan et al., 2017). En
effet, il a été démontré que des CSA de tissu adipeux provenant de sujets obeses présentent une
diminution de leur capacité de différenciation en adipocytes, chondrocytes et ostéoblastes. Cette
diminution de différenciation est liée a une altération d’expression de genes de la voie Want,
Notch et Sonic Hedgehog (Roldan et al., 2011). L’inhibition de I’adipogenese par la voie Wnt
(Prestwich and MacDougald, 2007), pourrait s’expliquer par I’augmentation de la production
d’IL-6 par les CSA du sujet en état d’obésité. En effet, ’IL-6 est connue pour étre un activateur
de la voie Wnt, tout comme le TNF-a qui est fortement sécrété dans le tissu adipeux au cours
de I’obésité (Christodoulides et al., 2009). La voie Notch quant a elle induit également une
diminution de la prolifération des progéniteurs adipocytaires. L’ activation de la voie Notch
diminue en effet la prolifération de ces cellules. De plus, cette méme voie inhibe 1’adipogenése.
En effet, ’utilisation d’un inhibiteur pharmacologique sur des cellules souches humaines
favorise la différenciation en adipocytes (Vujovic et al., 2007). L’activation de la voie Notch
diminue I’expression de PPARY, de FABP4 et de 1’adiponectine (Ugarte et al., 2009). De plus
la surexpression de Hes1 (un geéne cible de Notch) diminue 1’adipogenése et I’accumulation de

lipides dans des CSM porcines (Lei et al., 2013).

Molécules pro-inflammatoires sé€crétées par les CSA issues de sujets en état d’obésité

Les CSA provenant des sujets minces ont largement démontré leur capacité
d’immunomodulation, via notamment la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires.
Cependant, dans un contexte d’obésité les CSA peuvent devenir pro-inflammatoire. Aussi, le
TNF-a, surexprimé durant I’obésité, induit une sécrétion d’IL-6, d’IL-8 et de MCP-1 par ces
mémes CSA. Le TNF- a a également montré qu’il augmente 1’expression de métalloprotéases
matricielles (MMP-3, MMP-7) dégradant la matrice extracellulaire (Lee et al., 2010). De plus,
le LPS, également présent durant I’obésité du fait de 1’augmentation de la perméabilité
intestinale, induit la sécrétion d’IL-6, d’IL-8 et de TNF- a par les CSA (Kilroy et al., 2007).

Une étude a également montré que les CSA provenant de sujets obeéses expriment en abondance
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polarisation inhibe 1’adipogenése et la sensibilité a I’insuline des adipocytes.
(Adapté d’apres Eljaafari et al,, 2015)
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de I’IL-8, du MCP-1 et de I’IL-6 suggérant que les CSA répondent a I’environnement adipeux
obese par la production de cytokines pro-inflammatoires (Ofiate et al., 2013; Pérez et al., 2017).
Les CSA issues de patients atteints d’obésité morbide présentent également une augmentation
de la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8 élevée (Silvaet al., 2015). La localisation des CSA semble jouer
un role dans ces modifications de profil inflammatoire. En effet, des CSA provenant du TAvis
de femmes obéses sécretent plus d’IL-6, de MCP-1 et de G-CSF que les CSA provenant de

dépots sous-cutanés ou péritonéaux (Silva et al., 2017), et sont donc plus inflammatoires.

En plus de la sécrétion de cytokines et chimiokines, les CSA issues d’individus obeses
sont capables de polariser des cellules immunitaires vers un phénotype pro-inflammatoire. Une
étude tres récente a démontré que les CSAob sont capables de polariser les macrophages vers
un phénotype pro-inflammatoire, a I’inverse des CSA issues de sujets minces. Dans cette étude,
I’utilisation de filtre intercellulaire a permis de mettre en évidence que I’induction de la
polarisation des macrophages par les CSA est liée a des facteurs solubles. Les CSA issues de
sujets obeses et non minces induisent I’expression d’IL-1p et de iNOS par les macrophages
murins. De plus ces mémes CSA induisent une plus forte migration des macrophages (Harrison
et al., 2020). Notre équipe a quant a elle montré que les CSA d’individus en état d’obésité
(CSAob) en présence de cellules mononuclées du sang (CMN) de sujets sains sont capables
d’induire la polarisation des lymphocytes T vers la voie Th17. Pour ce faire, un modele de co-
culture visant 8 mimer I’infiltration du tissu adipeux par des cellules immunitaires a été utilisé.
En effet, la présence des CSAob, mais pas de CSA issues de sujets minces, a induit la sécrétion
d’IL-17A par les lymphocytes Th17 et dans le méme temps a inhibé la sécrétion de TNF-a et
d’IL-2 par les lymphocytes Th1. L’interaction des CSAob avec les Th17 a également activé la
sécrétion d’IL-1p par les monocytes/macrophages et la sécrétion d’IL-6 par les CSAob. Cette
polarisation est liée en partie a un contact intercellulaire impliquant ICAM-1. Cependant, nous
avons montré 1’implication de facteurs solubles sur cette polarisation, puisque 1 utilisation de
filtre intercellulaire n’inhibe que partiellement la sécrétion d’IL-17A (Eljaafari et al., 2015a).
L’¢étude des mécanismes activés par cette interaction a mise en évidence la contribution de la
PI3K, de p-STAT3 et ¢galement de I’'inflammasome. L’intérét de ce travail, a porté sur les
conséquences de cette inflammation qui a induit 1’altération des fonctions des CSA mais
également des adipocytes. En effet, notre équipe a démontré que [’environnement
inflammatoire, induit par cette co-culture, est capable d’inhiber 1’adipogenese des CSA et la

sensibilité a I’insuline des adipocytes différenciés a partir de ces mémes CSA (Figure 20).
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V1. Objectifs

Les objectifs de mon projet de these ont été :

- D’évaluer, a I’aide de notre modele de co-culture, le role de I’IL-17A dans
I’altération des fonctions des CSA et des adipocytes et dans la propagation de

P’inflammation.

- De moduler la réponse inflammatoire médiée par les CSAob en utilisant des ®-

3, connus pour avoir des effets anti-inflammatoires.

- D’évaluer Deffet de la glycation des protéines du sang, notamment de

I’albumine glyquée sur cette méme réponse inflammatoire.

- D’évaluer l’effet de I'inflammation médiée par les CSAob sur la réponse
lymphocytaire T, connue pour étre altérée chez le sujet obese, via I’analyse des

points de contréle immuns.
- De chercher a mieux comprendre les mécanismes des contacts intercellulaires

induisant cette réponse inflammatoire médiée par les CSAob et notamment en

s’intéressant a la voie Notch.
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Description du modele de coculture
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Afin de mettre en place notre modele de co-culture mimant I’infiltration du tissu adipeux par
les cellules immunitaires nous devons disposer de cellules souches adipocytaires (CSA)
humaines et de cellules mononuclées humaines du sang (CMN). Pour cela les CSA sont isolées
a partir de biopsies de tissu adipeux provenant de sujets minces ou en état d’obésité. Les CMN

quant a elles sont obtenues a partir de poches de sang de volontaires sains, provenant de I’EFS.

Isolement des CSA

Les CSA sont obtenues avec le consentement du patient, a partir de biopsies de tissus adipeux
provenant de chirurgie bariatrique ou viscérale. Une fois obtenue, la biopsie est découpée puis
traitée a la collagénase pendant 40 min afin d’isoler les cellules de la fraction vasculaire

stromale (SVF).

La SVF est ensuite mise en culture, apres la lyse des globules rouges, dans un milieu DMEM-
HAM’s /F-12 contenant 10 % de SVF, 1 % de glutamine et 1 % d’antibiotique/antimycotique.
Les CSA sont des cellules adhérentes, a I’inverse des immunitaires retrouvées dans la SVF. 24
heures apres la mise en culture les cellules en suspension sont retirées par un lavage puis apres
2-3 passages, les CSA obtenues sont soit utilisées pour la réaction de co-culture, soit congelées.
Néanmoins, avant d’étre utilisées pour la co-culture, les CSA sont phénotypées. En effet, il faut
vérifier qu’elles expriment le CD73, le CD90 et le CD105 tout en étant dépourvues de CD45.
De plus, leurs capacités de multipotence sont évaluées en différenciant les CSA en ostéoblastes,

chondrocytes et adipocytes.

Isolement des CMN

Les CMN sont obtenues a partir de poches de sang provenant de donneurs sains. Le sang est
déposé sur un gradient de Ficoll suivi d’une centrifugation de 20 min a 400 g. Nous obtenons
alors plusieurs phases. Tout en haut, se trouve le plasma (contenant notamment les plaquettes),
puis un anneau de couleur blanchatre qui correspond aux CMN (lymphocytes et monocytes) et
en bas du culot, les globules rouges. Nous éliminons le plasma et récupérons les CMN. Apres
lyse des globules rouges résiduels, les CMN sont ensuite comptées et cryopréservées avant

utilisation pour les expérimentations de co-culture.
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Réaction de co-culture

24 heures avant I’expérimentation, les CSA sont ensemencées dans des plaques de cultures de
96 ou 24 puits a une concentration de 20 000 ou 200 000 cellules/puit, respectivement. Le méme
jour, les CMN sont décongelées puis mises en culture dans des plaques « low adherence » afin
de limiter I’adhérence des monocytes. Le lendemain, les CMN sont resuspendues puis
ensemencées avec les CSA, a une concentration de 100 000 ou 500 000 CMN par puit. Elles
sont ensuite activées par la PHA (un mitogene). Selon I’expérimentation, 48 heures (sécrétion
cytokinique ou récupération du surnageant) ou 24 heures (expression en ARNm) apres
activation, 1’expérimentation est stoppée. Pour cela les plaques sont centrifugées et les
surnageants sont récupérés et congelés. Dans le cas de la mesure d’expression en ARNm, la

plaque est également congelée avant extraction des ARNm.
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Résultats
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Article 1

L’IL-17A contribue a la propagation de ’inflammation, mais n’altére pas
I’adipogenése et/ou la réponse a I’insuline du tissu adipeux chez les individus

obeses.

IL-17A contributes to propagation of inflammation but does not impair

adipogenesis and/or insulin response, in adipose tissue of obese individuals.

Julien Pestel, Marwa Chehimi, Mélanie Bonhomme, Maud Robert, Hubert Vidal, Assia
Eljaafari.

Cytokine, 2020.
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Comme précédemment mentionné, notre équipe a montré le role des CSA et des
adipocytes (AD) issus du tissu adipeux de sujets en état d’obésité dans la polarisation des
lymphocytes Th17 et I’activation des monocytes. De plus, nous avons démontré que
I’environnement inflammatoire induit par I’interaction des CSA avec les cellules mononuclées
du sang (CMN) inhibe l'adipogenese des CSA et la réponse a I’insuline des AD. Dans cette
étude, nous avons étudié le role de 1'lL-17A dans 1'altération de ces deux fonctions et la capacité
de I'IL-17A a propager I’inflammation. Dans ce but, nous avons utilisé le Sécukinumab, un
anticorps monoclonal ciblant I'lL-17A humain (Novartis), qui a été précédemment utilisé¢ dans
des essais cliniques chez I’Homme, portant notamment sur le psoriasis, pathologie ou les

lymphocytes Th17 sont impliqués.

- L’IL-17A n’inhibe pas ’adipogenése des CSA humaines. La différenciation des
CSA en adipocytes est connue pour induire I’expression de PPARG, FABP4, ADIPOQ (le gene
de I’adiponectine) et LEP (le géne de la leptine). Pour évaluer I’effet de I’IL-17A nous avons
induit cette différenciation en présence d’IL-17A recombinante, mais nous n’avons pas observé
d’inhibition de cette fonction, ni méme une inhibition de la formation de gouttelettes lipidiques
par les adipocytes, contrairement a ce qui avait ét€ montré avec les cellules 3T3 (Zuiiga et al.,

2010).

- Les CSA expriment des récepteurs de I’IL-17A fonctionnels. De ce fait, pour
comprendre les raisons de cette différence avec 1’équipe de Zuniga, nous avons alors vérifié si
I’absence d’effet de I’IL-17A sur ’adipogenese n’était pas liée a un défaut d’expression des
récepteurs de I’IL-17A au niveau des CSA. Ce n’était pas le cas, puisque nous avons pu montrer
que les CSA expriment IL-17RA/RC et que cette expression est maintenue durant la
différenciation. De plus, ces récepteurs étaient fonctionnels puisque leur stimulation par 1I’IL-

17A a induit la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8.

- Le blocage de I’IL-17A ne restaure pas I’adipogenése. Ayant précédemment
démontré que le milieu conditionné provenant des co-cultures CSA-CMN inhibe I’adipogenese
(Eljaafari et al., 2015a), nous avons analysé I’effet du blocage de I’IL-17A sur cette fonction,
en rajoutant un anticorps bloquant I’IL-17A dans le milieu conditionné. Nous avons pu montrer
que la présence de cet anticorps n’a pas permis de restaurer 1’adipogenése qui avait été inhibée

par le milieu conditionné, ce qui confirme que I’IL-17A n’inhibe pas 1’adipogen¢se.
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- Le blocage de I’[L-17A ne restaure pas la sensibilité a ’insuline des adipocytes.
Nous avons également démontré que le milieu inflammatoire provenant des co-cultures inhibe
la sensibilité¢ a I’insuline des adipocytes. Cette inhibition se traduit par une diminution de la
phosphorylation de 1’ Akt. Or, 1’ajout d’anticorps bloquant I’'IL-17A n’a pas non plus permis de

restaurer la réponse a I’insuline des adipocytes.

- L’IL-17A contribue a la propagation de I’inflammation. Par contre, le surnageant
inflammatoire issu de ces co-cultures connu pour induire 1’expression d’IL-6, d’IL-8, d’IL-1[3
et du TNFa par les adipocytes différenciés, a montré une diminution de I’expression des
cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-1B) par les adipocytes, en présence d’anticorps

neutralisant I’IL-17A.

En conclusion dans cet article nous avons démontré que I'lL-17A ne joue pas un role
majeur dans l'altération de l'adipogenese des CSA et/ou de la résistance a l'insuline des
adipocytes, mais contribue a la propagation de l'inflammation dans le tissu adipeux humain

issus de sujets en état d’obésité.

Il a précédemment été démontré que I’IL-17A est capable d’inhiber 1’adipogenése,
cependant ces études ont été réalisées grace a ’utilisation d’une lignée murine d’adipocytes
(3T3-L1) ou avec des cellules souches mésenchymateuses humaines (Shin et al., 2009; Zaiiga
et al., 2010). Ici en utilisant des CSA issues de sujets en état d’obésité nous n’avons pas
reproduit ces résultats. En effet, ’IL-17A n’a pas inhibé I’adipogenése des CSA contrairement
a celle des CSM humaines, utilisées comme controle. Pour expliquer cette différence, nous
avons mesuré les niveaux d'expression de I'ARNm des IL17RA/RC dans les CSA, ainsi que
leur fonctionnalité. Une bonne fonctionnalité de ces récepteurs a été démontrée par leur capacité
a induire la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8 en réponse a I’IL-17A. Par conséquent, ces résultats
suggerent que 'IL-17A ne joue pas un role majeur dans l'altération de 'adipogenese médiée par
I'inflammation, dans le tissu adipeux de sujets atteints d’obésité. En faveur de ces résultats, Caer
et ses collaborateurs ont démontré un réle prépondérant de I’IL-1 mais un role plus limité de
I’IL-17A dans la lipolyse, la lipogenése, I’absorption d’acides gras et la sécrétion d’adipokines
par des adipocytes primaires humains soumis a un environnement inflammatoire (Caér et al.,
2017). Une autre étude a également mis en évidence un rdle restreint de 1I'IL-17A dans
I’inhibition de la différenciation de progéniteurs en adipocytes beiges. En effet I'IL-17A, a
I’inverse du TNFa et de ’IFNy, n’a pas drastiquement réduit 1’accumulation de lipides et

I’expression d’UCP-1 des cellules progénitrices (Esteve et al., 2015).
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Nous avons ensuite produit un milieu conditionné inflammatoire provenant de co-cultures en
présence d’un anticorps dirigé contre ’IL17A. La présence de cet anticorps ne nous a pas
permis d’observer une récupération significative de l'adipogenese. Zuniga et son équipe ont
rapporté que 1'IL-17A seule est capable d'inhiber l'adipogenese (Zuiiga et al., 2010).
Cependant, ceci a été testé dans la lignée cellulaire murine 3T3 et l'effet était transitoire,
puisqu'observé au jour 2, mais pas au jour 6 de différenciation. Cet effet transitoire de I'lL-17A
a été confirmé dans leur modele expérimental in vivo, car la protection contre le syndrome
métabolique a été perdue au cours du développement de l'obésité et de I’age des souris
déficientes en 1L-17A. En effet, les tests de tolérance a l'insuline ont montré une résistance a
I’insuline identique chez les souris obéses IL-17A KO agées de 6 mois que chez les souris
sauvages. Les auteurs ont suggéré que 1'accumulation de tissu adipeux et/ou l'inflammation liée
a l'obésité pouvaient avoir dépassé les effets bénéfiques de I’absence d’IL-17A. Nous suggérons
que l'absence d'effet de I'lL-17A sur l'adipogenese dans notre modele pourrait étre liée au fait
que le tissu adipeux, d’ou proviennent les CSA, a été récolté chez des donneurs atteint d’obésite,
d’un certain age, ou bien que des molécules inflammatoires provenant de ce milieu conditionné,
autres que 1'IL- 17A pourraient contribuer a l'altération de 1'adipogenese. En effet, 1'absence
d'effet de D’anticorps bloquant I’IL17A pourrait étre liée a l'effet inhibiteur prolongé de
cytokines connues pour altérer 1'adipogenese et/ou la réponse insulinique, telles que 1'lL-6 et/ou
le TNFa, comme précédemment rapporté (Gustafson and Smith, 2006). Ainsi, nos résultats
indiquent que I'lL-17A ne joue pas un role majeur dans l'altération de 1'adipogenese ni dans la
réponse a I’insuline qui a lieu au sein des CSA issues de sujets adultes en état d’obésité soumises

a un environnement inflammatoire.

Enfin, en plus de I’altération de ces deux fonctions, 1’obésité est liée a une inflammation
du tissu adipeux. L’IL-17A est connue pour exacerber I’inflammation, ce que nous avons pu
confirmer en utilisant notre modele de co-culture. En effet, ’incubation d’AD en présence de
milieu conditionné inflammatoire a entrainé une augmentation d’expression de cytokines pro-
inflammatoires, telles que I’IL-1f3, I’IL-6 et ’IL-8. En utilisant ’anticorps bloquant I’IL-17A,
nous avons ensuite mesuré la contribution de I'IL.-17A, et nous avons observé une inhibition de
l'expression de I’IL-6 et I'IL-1P lors de la présence de I’anticorps au cours la production du
milieu conditionné. En effet, la neutralisation de 1'IL-17A, une fois le milieu conditionné
inflammatoire déja produit, n'a pas inhibé l'expression des cytokines pro-inflammatoires,
suggérant que I’[L-17A agit sur la coopération entre les CSA et les CMN. Le principal role de

I’IL-17A réside donc dans la propagation de I’inflammation via sa capacité a induire, au niveau
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des cellules cibles, I’expression de cytokines inflammatoires telles que le TNFa, I’IL-6 ou I’'IL-
1B mais également des chimiokines (CXCL8, CXCLI1, CXCL10) et des métalloprotéinases

matricielles (Miossec et al., 2009).

A partir de nos données nous pouvons suggérer que suite aux interactions des CMN
avec les CSA, un cercle vicieux d'inflammation est induit, ou les CSA obeses activent la
sécrétion d'IL-17A, qui a son tour contribue a augmenter la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires. Ce sont ces mémes cytokines qui sont capables de promouvoir la polarisation
des Th17. Comprendre les mécanismes d’induction de la polarisation des Th17 par les

CSA/adipocytes est donc important pour rompre ce cercle vicieux inflammatoire.

111



112



Cytokine 126 (2020) 154865

Contents lists available at ScienceDirect

Cytokine

journal homepage: www.elsevier.com/locate/cytokine

IL-17A contributes to propagation of inflammation but does not impair
adipogenesis and/or insulin response, in adipose tissue of obese individuals

Check for
updates

Julien Pestel®”, Marwa Chehimi®®, Mélanie Bonhomme™", Maud Robert™™¢, Hubert Vidal®",
Assia Eljaafari®™®"

2 Inserm U1060-CarMeN, France

Y University Claude Bernard Lyon 1, France

¢ Hospital Edouard Herriot, Department of Bariatric Surgery, Lyon, France
4 Hospices Civils de Lyon, France

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Adipose tissue is infiltrated with various immune cells, including Th17 lymphocytes and mono-
Adipose-derived-stem-cells cytes/macrophages, in obese individuals. We have previously demonstrated the role of obese adipose-derived
IL-17_A stem cells (ob-ASC) and adipocytes (AD) in the mediation of inflammation through promotion of Th17 cells and
Obesity ) activation of monocytes. Such an inflammation resulted in impaired ob-ASC adipogenesis and AD insulin re-
I;gﬁﬁ:;::g sponse. In the present study, we investigated the role of IL-17A in the impairment of these functions.

Methods: With this aim, we used Secukinumab, a potent human anti-IL17A monoclonal antibody which has been
approved for the treatment of some IL-17A related inflammatory diseases, notably Psoriasis. This antibody was
added or not to phytohemagglutinin A-activated co-cultures of ob-ASC and mononuclear cells. The conditioning
media of those co-cultures were harvested and added to AD ongoing differentiation from ob-ASC. Adipogenesis,
insulin sensitivity and secretion of inflammatory cytokines were then measured using qRT-PCR, Western blots
and ELISAs, respectively.

Results: Surprisingly, we did not observe any direct effect of IL-17A on ob-ASC adipogenesis, despite sensitivity
of ob-ASC to IL-17A. Moreover, IL-17A blockade, with the help of Secukinumab, did not lead to the recovery of
adipogenesis and insulin response, when these functions were impaired by the presence of an inflammatory
conditioning medium. However, the up-regulation of IL6 and ILIB mRNA expression by AD submitted to in-
flammatory conditioning medium was inhibited in the presence of Secukinumab, which indicates that IL-17A
may play a role in the propagation of inflammation towards AD.

In conclusion: we show herein that IL-17A does not play a major role in the impairment of adipogenesis and/or
insulin resistance mediated by an inflammatory environment, but contributes to the propagation of inflamma-
tion in human obese adipose tissues. This suggests a beneficial effect of anti-IL17A mAb in inflammatory
pathologies, where obesity contributes to poorer response to biologic treatments.

1. Introduction

Obesity is a major worldwide health problem with more than 2
billion adults worldwide being overweight (BMI = 25 kg/m?), and 671
millions of them clinically obese (BMI = 30 kg/m?) [1]. Accordingly, it
is predicted that more than 51% of the global population will be obese
by 2030 [2]. Hypertension, type 2 diabetes (T2D), atherosclerosis,

hyperlipidemia, which define the “metabolic syndrome” are a classical
consequence of obesity [3]. Adipose tissue (AT) inflammation is con-
sidered as one of the causal events leading to insulin resistance, and
type 2 diabetes. Indeed, at an advanced stage of obesity, AT becomes
heavily infiltrated by a variety of immune cells involved in inflamma-
tion, such as CD8* T cells and macrophages [4]. A recently discovered
T-cell lineage that may play a role in AT inflammation, i.e., the T-helper

Abbreviations: Ob-ASC, adipose-derived stem cells from obese individuals; MNC, mononuclear cells; PHA, phytohemagglutinin A; SD, standard deviation; CM,
conditioning medium; T2D, type 2 diabetes; AT, adipose tissue; Th17, T-helper 17; DIO, diet-induced obesity; IL-17, interleukin 17; TBP, tata box binding protein;

NASH, non-alcoholic steatohepatitis syndrome; FCS, fetal calf serum

* Corresponding author at: Inserm U1060-CarMen, Faculty of Medicine Lyon Sud, 165 Chemin du Grand Revoyet, 69310 Pierre Benite, France.
E-mail addresses: julien.pestel@univ-lyonl.fr (J. Pestel), maud.robert@chu-lyon.fr (M. Robert), hubert.vidal@univ-lyonl.fr (H. Vidal),

assia.eljaafari@univ-lyon1.fr (A. Eljaafari).

https://doi.org/10.1016/j.cyt0.2019.154865

Received 5 February 2019; Received in revised form 24 September 2019; Accepted 25 September 2019

1043-4666/ © 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.

113


http://www.sciencedirect.com/science/journal/10434666
https://www.elsevier.com/locate/cytokine
https://doi.org/10.1016/j.cyto.2019.154865
https://doi.org/10.1016/j.cyto.2019.154865
mailto:julien.pestel@univ-lyon1.fr
mailto:maud.robert@chu-lyon.fr
mailto:hubert.vidal@univ-lyon1.fr
mailto:assia.eljaafari@univ-lyon1.fr
https://doi.org/10.1016/j.cyto.2019.154865
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.cyto.2019.154865&domain=pdf

J. Pestel, et al.

17 (Th17) cell subset, mainly secretes IL-17A and IL-17F pro-in-
flammatory cytokines. IL-17A/F receptors are involved in inflammation
spreading due to their ubiquitous expression [5], and their ability to
activate secretion of metalloproteinases and pro-inflammatory cyto-
kines, following IL-17A binding [6]. Both in human and rodent models,
obesity has been shown to promote expansion of IL-17-producing T
cells in AT and other tissues [7-10]. Thus, using the diet-induced-
obesity (DIO) murine model, Winer et al. have shown selective acti-
vation of splenic IL-17* CD4 ™" T cells, without modification of Th1 and
Th2 pools [11]. Accordingly, circulating IL-17 and IL-23 cytokines were
observed in obese subjects, as opposed with lean individuals [8]. In-
filtrating IL-17A ™ -secreting cells were also found to be more abundant
in AT from obese rather than lean individuals, and in visceral, rather
than subcutaneous AT depots [9,12]. Moreover, Dalmas et al. have
reported that populations of IL-17A* secreting cells are induced in the
mucosal tissues of obese subjects, when compared to non-obese in-
dividuals. In addition, they have also demonstrated that T2D further
increased the frequency of IL-17A* -secreting cells [13]. Supporting the
implication of IL-17A in the metabolic syndrome, the levels of ILI7R
expression in liver or muscle were shown to correlate with insulin-re-
sistance [7], and blocking IL-17A resulted in decreasing hepatic in-
flammation in the non-alcoholic steatohepatitis syndrome (NASH) [14].
Recently, we have reported that adipose-derived-stem cells and adipo-
cytes (AD) from obese, but not lean donors, contribute to Th17 pro-
motion, IL-1f, and IL-6 secretion, through contact-dependent interac-
tions with blood mononuclear cells (MNC) and soluble factor secretion
[15,16]. In addition, we have demonstrated that the inflammatory
environment induced by ob-ASC-MNC interactions inhibited adipo-
genesis and insulin response in AD differentiated from ob-ASC. There-
fore, using this model, we investigated herein whether the blockade of
IL-17A would restore (i) adipogenesis, (ii) insulin sensitivity, and/or
(iii) would block inflammation of ob-ASC/AD. With this aim, we used
Secukinumab, a monoclonal antibody targeting the human IL-17A, that
has been validated in human clinical trials, and particularly in Psoriasis,
a Th17-mediated auto-immune disease [17].

2. Materials and methods
2.1. Isolation and expansion of ob-ASC

Subcutaneous or visceral AT samples were isolated from residues of
bariatric surgery of 6 obese subjects (BMI > 30 kg/m?), with the ap-
proval of the Committee for the Protection of Human Subjects of the
“Hospices Civils de Lyon” and with the informed patient consent. AT
samples (50-100 mg) were fragmented and incubated in 2 g/L of col-
lagenase type Ia solution (Sigma Aldrich, C2674) dissolved in
DMEM:F12 medium (50/50 vol/vol) (Invitrogen) for 40 min at 37 °C by
mixing. Collagenase action was quenched by the addition of 1:1 vol/vol
of DMEM:F-12 medium supplemented with 10% heat inactivated fetal
calf serum (FCS). The released stromal vascular fraction (SVF) was re-
covered by centrifugation (800 g for 7 min at 25 °C). Residual red blood
cells were lysed by hypotonic shock and the ASC component of SVF was
selectively expanded in culture medium composed of DMEM:F-12
supplemented with 10% FCS, 2 mmol/L L-glutamine and 100 U/mL
penicillin-streptomycin. Half of the culture medium was changed every
two to three days. ASC were amplified by several passages in culture (3
to 4) and directly used for experiments or stored in liquid nitrogen. The
pluripotent phenotype of ASC was validated by differentiating ASC into
AD, or osteoblasts, depending on the differentiation medium used, as
previously reported [15]. ASC phenotype was assessed by staining with
FITC, PE, or APC conjugated mouse anti-human cell surface markers
(from ImmunoTools GmbH, Friesoythe, Germany) as recommended by
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the French Cell Therapy Society[18], and revealed a CD90*, CD105 +,
CD73+, and CD45" pattern very similar to that of the human MSC used
as control (Supplementary Fig. 1).

2.2. Isolation of blood mononuclear cells (MNC)

Blood samples were obtained through the Blood Bank Center of
Lyon (France), following institutionally approved guidelines. MNC
were harvested from healthy human peripheral blood by density gra-
dient centrifugation (Ficoll-Histopaque, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France). MNC were stored in liquid nitrogen prior to use.

2.3. Preparation of the conditioning media

Ob-ASC were harvested and seeded in 96-well plates (20,000 cells/
well) for 18-24h. 100,000 MNC were co-seeded for 48h in the pre-
sence or absence of phytohemagglutinin (PHA), 5pg/ml, (Sigma-
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). ASC, MNC, or ASC/MNC co-
cultures, were treated with indicated doses of IL-17A neutralizing an-
tibodies (Secukinumab, was provided by Novartis), as indicated in the
relevant Figure legends. After 48 h, supernatants were harvested and
frozen.

2.4. Differentiation of obese subcutaneous ASC or MSC into AD

ASC from subcutaneous AT of obese donors (ob-ASC) were seeded at
a density of 1 x 10° cells per well in a 12-well plate (3.8 cm?/well)
containing basal culture medium (DMEM:F-12 medium, 1:1 vol/vol
supplemented with 10% FCS) for 2 days. Cells were induced to differ-
entiate into AD, using an adipogenic culture medium composed of basal
culture medium supplemented with 1.8 uM insulin, 0.5mM iso-
butylmethylxantine (IBMX), 500 nM dexamethasone, 1uM rosiglita-
zone, 2nM triiodothyronine and 10 ug/ml transferrin (all from Sigma-
Aldrich). During differentiation, the culture medium was replaced
every two to three days up to 8 days. When indicated, differentiating
AD were treated or not the last two days, with conditioning medium
harvested from co-cultures, or with recombinant human IL-17A (50 ng/
mL) and/or TNFa (1ng/mL). For human mesenchymal stem cells
(MSC), following expansion, in MEM-alpha supplemented with 10%
FCS, 2mmol/L L-glutamine and 100 U/mL penicillin-streptomycin,
differentiation into AD was induced with the same culture conditions
than for ASC differentiation.

2.4.1. Oil Red O staining and quantification

Oil Red O staining serves as an indicator of intra-cellular lipid ac-
cumulation. It was thus used to assess for AD differentiation. At day 8,
the adipogenic culture medium was removed, cells were washed twice
with phosphate buffered saline (PBS) and fixed using 10% for-
maldehyde (in PBS) for 1 h at room temperature. The fixative was re-
moved and replaced with 60% isopropanol, in order to totally dry cells.
AD were stained for 10 min at room temperature with Oil Red O ready
used solution (Merck, Darmstadt, Germany). Cells were then washed 3
to 4 times with PBS to remove excess stain. Photos were taken using
ZEN Microscope version 2012 (Carl Zeiss Microscopy GmbH).
Quantification was assessed using a spectrophotometer after elution of
Oil Red O staining with 100% isopropanol and absorbance was mea-
sured at 500 nm. When required, an alternative method consisted in
measuring Oil Red O area using the Image J software relative to cell
number.
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Fig. 1. IL-17A does not impair adipogenesis in human obese ASC. Ob-ASC were differentiated or not into AD, using an adipogenic differentiating medium.
Recombinant human IL-17A (50 ng/mL) plus or minus TNFa (1 ng/mL) were added to the adipogenic differentiating medium from the first day and during 5 to
8 days. A. After 5 days, gene expression levels of adipogenic genes FABP4, PPARG, ADIPOQ and LEP were measured to assess adipocyte differentiation. Results were
normalized to TBP, a housekeeping gene. B. and C. After 8 days of differentiation, an Oil Red O staining of AD (AD) differentiated from ASC (B), or MSC (C) was
performed. Photos of stained oil droplets were realized, and quantified. Fig. 1A is representative of 2 analyses, with 2 different ASC. Error bars represent standard

deviations (SD) from n = 3 independent experiments in duplicates (A), or triplicates (B, C). *, **, *** represent p < 0.05,p < 0.01, p < 0001, as obtained by the
one-way ANOVA test, followed by Bonferroni (A), or Dunett multiple comparison tests (B, C).

2.5. Co-culture assays

ASC or AD (differentiated for 5 to 8days) were harvested and
seeded in 96-well plates (20,000 cells/well) for 18-24h in 200 ul of
basal culture medium (DMEM:F-12 medium, 1:1 vol/vol supplemented
with 10% FCS). 100,000 MNC were co-seeded for 48 h in the presence
or absence of phytohemagglutinin (PHA, 5pg/ml, Sigma-Aldrich).
Ratios 1:5 were used for ASC:MNC or AD:MNC co-cultures. Cells were
incubated in RPMI supplemented with 10% FCS. Supernatant was
harvested after 48 h, and frozen.

2.6. Flow cytometry

Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated, phycoerythrin (PE)-
conjugated, Allophycocyanin (APC)-conjugated mouse anti-human
CD73, CD90, CD105, CD45, (all from Immunotools) were used to label
the various cells tested. Analyses were performed using the « LSR II 3
lasers » cytofluorometer and the Diva software (both were from BD
Biosciences).

2.7. Cytokine secretion

IL-17A, IL-1pB, IL-6 and TNFa secretions were measured by ELISA,
using the corresponding antibodies (e-Biosciences, Paris, France).

2.8. Western-blot analysis

AD were lysed, proteins were separated by SDS-PAGE and trans-
ferred to polyvinylidene fluoride membranes. Membranes were then
immunoblotted with the appropriate antibodies to detect phosphory-
lated AKT (pAKT) and total AKT (Cell Signaling Technologies, Danvers,
Massachusetts, USA). Antibody binding was then detected by using
HRP-conjugated secondary antibodies and Luminata Forte western HRP
substrates (Merck). Immunoblots were visualized by a chemilumines-
cence imaging system.

2.9. mRNA measurements

Total RNA was extracted from co-cultures using the Tri Isolation
ReagentTM (Roche, Meylan, France). RNAs were stored at —80 °C.
cDNA was synthesized from 250ng of total RNA using the
PrimescriptTM RT reverse transcription kit (Takara, Dalian, Japan)
according to the manufacturer’s instructions. Quantitative PCR was
performed in duplicate on a Rotor-gene Real-time PCR System, using
the Absolute TM qPCR SYBR Green Mix (ABgene, Illkirch, France).
Quantitative data were defined by threshold cycle (Ct) normalized for
the housekeeping gene TATA Box Binding Protein (TBP). The individual
primer sequences used for qRT-PCR were as follows, except if they were
purchased from Qiagen (QuantiTect Primer Assays, Qiagen, Hilden,
Germany), which was the case for human IL17RA and IL17RC.
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Gene Forward primer Reverse primer

FABP4 5’-CTGGTACATGTGCAGAAATGG-3’ 5’-GAACTTCAGTCCAGGTCAACG-3"
PPARG 5’-TCTCTCCGTAATGGAAGACC-3’ 5’-GCATTATGAGACATCCCCAC-3’
ADIPOQ 5’-AGGCCGTGATGGCAGAGATG-3’ 5’-CTTCTCCAGGTTCTCCTTTCCTGC-3’
LEP 5’-CACCAGGATCAATGACATTTC-3’ 5’-TGCCAGTGTCTGGTCCATCTTG-3’

IL6 5’-AGCCCTGAGAAAGGAGACATGTAACAAG-3’ 5’-TTCTGCAGGAACTGGATCAGGACTTT-3’
IL1B 5’-GGCAATGAGGATGACTTGTT-3’ 5’-TGTAGTGGTGGTCGGAGATT-3’

IL8 5’-TTCTGCAGCTCTGTGTGAAG-3’ 5’-ACAGAGCTCTCTTCCATCAG-3’

TNFA 5’-ACAGAGCTCTCTTCCATCAG-3’ 5’-GAGGTACAGGCCCTCTGATG-3’

2.10. Statistical analysis

The one-way ANOVA test, with or without repeated measures, was
used, depending on whether experimental conditions were repeatedly
applied to each sample, or not. When some values were missing, mixed
effects analyses were used, with the help of the Graphpad Prism 8
software. Post hoc Dunnett, or Bonferroni multiple comparison tests
were used, depending on whether a comparison to a control was re-
quired or not, respectively. Differences were considered as statistically
significant, when p was < 0.05.

A)

3. Results
3.1. IL-17A does not impair adipogenesis in human obese ASC

IL-17A has been shown to inhibit adipogenesis via PPARy and other
factors in murine and human AD [19-21]. However, these data were
obtained using either the murine 3T3-L1 cell line able to differentiate
into AD [19,20], or human MSC [21]. Moreover, in one of these studies,
TNFa was added together with IL-17A [19]. Therefore, to test whether
IL-17A could mediate adipogenesis inhibition in human ASC, we
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Fig. 2. Ob-ASC express functional receptors for IL-17RA/RC. The IL-17RA/RC mRNA expressions of ASC and MSC were measured by qRT-PCR at days 0 and 5 of
differentiation (A,B) in the presence of recombinant human IL-17A (50 ng/mL) plus or minus TNFa (1 ng/mL). Results were normalized to TBP, a housekeeping gene.
C. Cell culture supernatants were further analyzed by ELISA for the secretion of IL-6 and IL-8 cytokines. Error bars represent standard deviations (SD) from n = 3

independent experiments. *, **, *** represent p < 0.05, p < 0.01, p < 0,001, as obtained by the one-way ANOVA, followed by Bonferroni (A, B) or Dunnet (C)

multiple comparison tests.
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Fig. 3. The blockade of IL-17 A does not restore adipogenesis in ob-ASC submitted to an inflammatory environment. A. MNC were activated or not with PHA
(5 ug/mL) and cocultured in the presence or absence of ob-ASC for 48 h. Graded concentrations of anti-human IL-17A mAb (A/IL17A) were added to these cultures,
or not. Cell culture supernatants were harvested and further analyzed by ELISA, for the secretion of IL-17A, IL-1 and IL-6. B. The last two days of ob-ASC
differentiation, inflammatory conditioning medium harvested from PHA activated MNC/ob-ASC cocultures was added (AD + [CM]), or not (AD) to the differ-
entiating medium. Gene expression levels of adipogenic genes FABP4, PPARG, ADIPOQ and LEP were measured to assess for adipocyte differentiation. Results were
normalized to TBP, a housekeeping gene. Photos and quantification of Oil Red O staining were performed. C. The anti-IL17A mAb (A/IL17A) was added either during
inflammatory CM production (AD + [CM + A/IL17Al), or together with CM (AD + [CM] + A/IL17A). FABP4, PPARG, ADIPOQ and LEP mRNA levels were
measured to validate adipocyte differentiation. Results were normalized to TBP. Error bars represent standard deviations (SD) from n = 3 independent experiments

performed in triplicates (A), or duplicates (B,C). *, **,
Bonferroni (A, C), or Dunnett (B) multiple comparison tests.

differentiated ASC harvested from obese individuals into AD, and added
IL-17A in the presence or absence of suboptimal doses of TNFa, at
concentrations that we have previously shown to be efficient in con-
tributing to bone destruction [22]. ASC fully differentiated into AD in
these various conditions, as assessed by the increase of PPARG, FABP4,
ADIPOQ, and LEP mRNA expressions (Fig. 1A). But, we did not observe
any significant decrease in adipogenesis, and/or adipocyte mRNA
markers, when ASC were induce to differentiate into AD in the presence
of IL-17A and/or TNFa. IL-17A did not decrease oil droplet staining,
neither. However, in the presence of TNFa, a significant reduction in
Oil red O staining was observed without any potentiation by IL-17A
(Fig. 1B). Finally, as control and as already reported [21], MSC differ-
entiation into AD was inhibited in the presence of IL-17A, and/or TNFa
(Fig. 1C). Thus, these results indicated that, as opposed with human
MSC, IL-17A did not impair adipogenesis in human ob-ASC.

3.2. Ob-ASC express functional receptors for IL-17RA
To try to explain the discrepancies between ASC and MSC, we then

measured the expression of IL17RA/RC at the mRNA level in ob-ASC or
MSC ongoing differentiation, in the presence or absence of IL17A and/

“, represent p < 0.05, p < 0.01, p < 0001 as obtained by the one-way ANOVA test, followed by

or TNFa. As shown in Fig. 2A, we observed that the expression of
IL17RA in ASC was maintained upon differentiation, while that of
IL17RC increased. The presence of IL-17A during differentiation did not
lead to any modulation in the expression of these receptors, when
compared to AD. But, the concomitant action of IL-17A plus TNFa re-
sulted in a decrease of IL17RA and IL17RC mRNA expression levels. In
MSC, results showed that IL-17A up-regulated IL17RA mRNAexpression
(Fig. 2B). Thus, this demonstrated that ILI7RA gene expression was
differentially regulated by IL-17A, in AD differentiated from ASC versus
MSC. We then analyzed the functionality of these receptors. To this aim,
as we have previously reported that IL-17A upregulates the production
of IL-6 and IL-8 by human MSC [23], we measured the ability of ob-ASC
to up-regulate pro-inflammatory cytokine secretion, in the presence of
IL-17A, with or without TNFa. As shown in Fig. 2C, we observed that
IL-17A, but not TNFa, strongly up-regulated the levels of IL-6 and IL-8
cytokine secretion, as measured by ELISA. Therefore, our data clearly
indicated that ob-ASC were sensitive to IL-17A, and that a defect in
IL17RA/RC mRNA expression could not account for the absence of
adipogenesis impairment by IL-17A.
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Fig. 4. The blockade of IL17A does not restore insulin sensitivity in AD submitted to an inflammatory environment. AD treated with the inflammatory CM
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(AD + [CM + A/IL17A)), or together with CM (AD + [CM] + A/IL17A). Western blot analysis of pAKT-Ser473 and total AKT, after stripping, were used in order to
evaluate PI3K activity and thus, insulin sensitivity. Quantification of pAKT was normalized on total AKT levels. A. A representative experiment. B. Mean of four

independent experiments. Error bars represent standard deviations (SD) from n = 4 independent experiments. * represents p < 0.05 as obtained by the one-way

ANOVA test, followed by Bonferroni multiple comparison tests.

3.3. The blockade of IL-17A does not restore adipogenesis, in ob-ASC
submitted to an inflammatory environment

Because we have previously developed a co-culture model, where
ob-ASC promoted IL-17A production by T cells, IL-1( by monocytes,
and IL-6 by themselves [15], we tested herein, whether Secukinumab,
an anti-human IL-17A monoclonal antibody (mAb), would inhibit the
secretion of these cytokines. To evaluate the effects of this mAb, we
added the anti-IL17A mAD at graded concentrations from the beginning
of co-cultures of ob-ASC with MNC. As shown in Fig. 3A, IL-17A, IL-1f,
and IL-6 secretions were up-regulated in the presence of ob-ASC/MNC
co-cultures, as compared to MNC. The anti-IL17A mAb markedly in-
hibited IL-17A detection in the ELISA, starting from the lowest con-
centration tested, i.e., 12.5ug/ml, whereas, IL-6 and IL-13 were not
inhibited, assessing thus for the specificity of this mAb. As previously
reported [15], we showed that addition of a conditioning medium (CM)
harvested from PHA-activated ASC-MNC co-cultures the last two days
of ob-ASC differentiation resulted in a profound decrease in adipo-
genesis and/or adipocyte markers, such as FABP4, PPARG and ADIPOQ
mRNAs, and of Oil Red O staining (Fig. 3B). Therefore, to investigate
whether IL-17A was involved in CM-mediated adipogenesis inhibition,
the anti-IL17A mAb was added at the highest concentration either (i)
throughout the whole period of the co-culture from which CM was
harvested, which resulted in the neutralization of IL-17A and inhibition
of its effects on surrounding cells such as monocytes, or ASC, or (ii)
together with the inflammatory CM, in order to neutralize IL-17A and
inhibit its effects on ASC during differentiation. Results showed that,
while adipogenesis was profoundly inhibited by the inflammatory CM,

addition of anti-IL17A did not lead to any significant recovery of adi-
pogenesis (Fig. 3C). Thus, our results indicated that IL-17A did not play
a major role in inflammatory CM-mediated adipogenesis inhibition.

3.4. IL-17A blockade does not restore insulin sensitivity, in AD submitted to
an inflammatory environment

As we have previously reported that addition of a CM harvested
from PHA-activated ASC-MNC co-cultures the last two days of ob-ASC
differentiation resulted in decreasing their insulin response [15], we
then tested whether the anti-IL17A mAb would restore this function. As
shown in Fig. 4, although the presence of the inflammatory CM resulted
in a significant decrease of pAKT/AKT levels, addition of the CM har-
vested from co-cultures deprived of IL-17A effects on surrounding cells,
or of the CM mixed with anti-IL17A mAb, did not significantly restore
insulin sensitivity in any of these conditions, as measured by pAKT/AKT
levels. However, a trend towards a positive effect of anti-IL17A on in-
sulin response recovery was suggested. Indeed, when anti-IL17A was
added to CM, pAKT/AKT levels did not significantly differ from those of
AD (Fig. 4). Thus, these results suggested that IL-17A did not play a
major role in the impairment of the insulin response in obese AD sub-
mitted to an inflammatory environment.

3.5. IL-17A contributes to ob-ASC-mediated inflammation

We then analyzed the impact of the inflammatory CM on adipocyte
pro-inflammatory cytokine secretion. As shown in Fig. 5, we observed
that the presence of the inflammatory CM on the last two days of
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Fig. 5. IL-17 A contributes to ob-ASC-mediated inflammation. The last two days of ob-ASC differentiation, AD were treated with the inflammatory conditioning
medium (AD + [CM]) harvested from PHA activated MNC-ob-ASC cocultures, or not (AD). Anti-IL17A mAb was added either during CM production (AD + [CM +
A/IL17A]), or together with CM (AD + [CM] + A/IL17A). IL6, IL1B, IL8 and TNFA mRNA levels were measured. Results were normalized to TBP. Error bars
represent standard deviations (SD) from n = 3 independent experiments in duplicates. *, **, *** representp < 0.05,p < 0.01, p < 0,001 as obtained by the one-

way ANOVA test, followed by Bonferroni multiple comparison tests.

differentiation resulted in a strong increase of IL6, IL1f and IL8, but not
TNFA mRNA expression by AD differentiated from ob-ASC. We then
tested in this model, the effects of IL-17A blockade, and observed that
the anti-IL17A mAb was able to inhibit part of this inflammation, since
a significant decrease of IL1B and IL6 mRNA expression was observed.
IL8 mRNA levels also decreased but not sufficiently enough to reach
statistical significance. However, this inhibition occurred only when the
anti-IL17A mAb was added during the production of the inflammatory
CM. Indeed, when the anti-IL17A mAb was added together with the
inflammatory CM during the last two days of differentiation, no in-
hibition of pro-inflammatory cytokine secretion was observed.

Therefore, these results suggested that the cooperation between T
cells and AD induced IL-17A secretion, which contributed in turn to up-
regulate IL-1f, and IL-6 cytokine secretion by AD.

4. Discussion

IL-17A has been reported to inhibit adipogenesis. However, this was

performed using a murine preadipocyte cell line, or human MSC
[19-21]. Using human ob-ASC, we were unable to reproduce these
results, whether TNFa was added or not together with IL-17A (Fig. 1(A
and B)), in contrast to human MSC (Fig. 1C). To explain these dis-
crepancies, we measured the levels of IL17RA/RC mRNA expression in
ASC and compared them to MSC. IL17RA expression was differentially
regulated by IL-17A in AD differentiated from ASC or MSC (Fig. 2A and
B). However, a good functionality of these receptors was further de-
monstrated by their ability to up-regulate IL-6 and IL-8 cytokine se-
cretion under the influence of IL-17A (Fig. 2C). Therefore, these results
support that IL-17A may not play a major role in the inflammation-
mediated adipogenesis impairment, in human obese AT. Caer et al re-
ported a weak contribution of IL-17A in metabolic deregulation and
defective lipid storage, in human primary AD submitted to an in-
flammatory environment [24]. We then produced an inflammatory CM
by co-culturing ob-ASC with MNC and neutralized IL-17A in order to
inhibit its effects on surrounding cells by adding the anti-IL17A mAb
throughout the co-cultures. While CM strongly inhibited ASC
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differentiation into AD (Fig. 3B), we did not observe any significant
recovery of adipogenesis in the presence of anti-IL17A mAb (Fig. 3C).
We also added the anti-IL17A mAb together with the inflammatory CM
on differentiating AD, to directly neutralize IL-17A and inhibit its pu-
tative effect on ob-ASC ongoing differentiation, but here again adipo-
genesis did not recover (Fig. 3C). Zuniga et al. reported that IL-17A
alone is able to inhibit adipogenesis [20]. However, this was tested in
the murine 3T3 cell line and the effect was transient, since observed at
day 2, but not at day 6 of differentiation. This transient effect of IL-17A
was confirmed in their in vivo experimental model, as protection from
the metabolic syndrome was lost with the development of age-asso-
ciated obesity in IL-17A deficient mice. Indeed, insulin tolerance tests
showed as much impaired response in 6-mo-old obese IL-17A KO mice
than WT mice. The authors suggested that accelerated AT accumula-
tion, and/or obesity-related inflammation, might have overwhelmed
the beneficial effects of IL-17 deficiency. Based on these data, one can
suggest that the absence of IL-17A effects on adipogenesis in our model
could be related to the fact that AT was harvested from adult and obese
donors, and/or that AT-associated inflammatory factors other than IL-
17A could contribute to adipogenesis impairment. Indeed, one possi-
bility to explain the absence of anti-IL17A effect could be related to the
sustained inhibitory effect of cytokines known to impair adipogenesis
and/or insulin response, such as IL-6 and/or TNFa, as previously re-
ported [25]. Nevertheless, in accordance with the absence of IL-17A
effects on glucose metabolism reported by Zuniga et al. [20], we ob-
served that AD differentiated from obese ASC and submitted to an in-
flammatory environment did not improve their insulin response when
IL-17A was inhibited, although a trend towards a weak recovery was
observed when the anti-IL17A mAb was present (Fig. 4). Thus, alto-
gether, our results indicate that IL-17A does not play a major role in the
impairment of adipogenesis nor defective insulin response which occurs
when human ob-ASC/AD are submitted to an inflammatory environ-
ment.

Obesity not only leads to impaired adipogenesis, and/or defective
insulin response, but also results in immune cell recruitment and low-
grade inflammation within white AT. As IL-17A is known to exacerbate
inflammation, using our co-culture model, we also investigated its
contribution to inflammation onset. We submitted AD to the in-
flammatory CM harvested from PHA-activated ob-ASC/MNC co-cul-
tures in the last two days of differentiation. This resulted in a strong
increase of pro-inflammatory cytokine mRNA expression, such as IL1B,
IL6, IL8 in AD (Fig. 5). We then measured the contribution of IL-17A by
neutralizing it, and observed an inhibition of IL6 and ILIB gene ex-
pression, provided that the anti-IL17A mAb was added during in-
flammatory CM production (Fig. 5). Indeed, neutralizing IL-17A, once
the inflammatory CM was added to AD, did not inhibit pro-in-
flammatory cytokine mRNA expression by AD, suggesting that a co-
operation between AD and MNC is required to induce such an in-
hibitory effect (Fig. 5). One can suggest from our data that following
interactions of MNC with ASC/AD, a vicious circle of inflammation is
induced, where ob-ASC/AD activate IL-17A secretion, which in turn
contributes to increase pro-inflammatory cytokine secretion by AD.
Secukinumab, the anti-IL17 mAb used in this study, is the first anti-IL17
human mAb that has been approved for the treatment of inflammatory
diseases, such as Psoriasis, Psoriatic Arthritis, Psoriatic Arthritis, or
Ankylosing Spondylitis, when response to disease modifying anti-
rheumatic drug (DMARD) therapy is inadequate. It is now indicated as
a first-line biologic agent in Psoriasis [17]. Indeed Psoriasis is an in-
flammatory disease characterized by increased Th17, but also Th1 and
Th22 cells [26,27]. This disease is frequently associated with a number
of co-morbidities [28-30]. Among them, obesity and insulin resistance
are the most important [31-35]. In addition, in obese and Psoriasis
suffering patients, increased levels of serum leptin, resistin and pro-
inflammatory cytokines are associated with a poorer response to bio-
logical therapy, whereas weight loss increases the response to biologic
treatments [36-39]. Of interest is a study reporting that obese patients
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suffering from Psoriasis and other comorbidities failed to respond to
multiple biologic treatments, albeit Secukinumab [40]. As we have
observed in the present study that blocking IL-17A with Secukinumab
resulted in decreasing the inflammatory state of obese AD (Fig. 5), one
can suggest that the beneficial effects of Secukinumab over the other
biologics drugs mentioned in that study, could be related to the
breaking of the vicious circle mediated by ob-ASC/Th17 cell interac-
tions that leads to low grade pro-inflammatory cytokine secretion and
propagation inside and outside AT.

In conclusion, the present study demonstrates that IL-17A does not
play a major role in the impairment of adipogenesis nor insulin re-
sponse in AT from obese subjects, but contributes to the induction of a
vicious circle of inflammation, which may account for the low grade
chronic inflammation observed in obese adipose tissues.
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Article 2

Les acides gras polyinsaturés de type oméga-3 inhibent la sécrétion d'IL-17A
médiée par les cellules souches adipocytaires via une diminution de
I'expression d'ICAM-1, au sein du tissu adipeux issu de sujets obéses.

Omega-3 Polyunsaturated Fatty Acids Inhibit IL-17A Secretion through
decreased ICAM-1 Expression in T Cells Co-Cultured with Adipose-Derived
Stem Cells harvested from Adipose Tissues of Obese Subjects.

Marwa Chehimi, Robert Ward, Julien Pestel, Maud Robert, Sandra Pesenti, Nadia Bendridi,
Marie-Caroline Michalski, Martine Laville, Hubert Vidal, Assia Eljaafari.

Molecular nutrition and food research, 2019.
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Les OMEGA-3 régulateurs de ’inflammation du

tissu adipeux durant I’obésité

Structure et métabolisme des ®-3 et -6

Les acides gras (AG) peuvent étre classifiés selon deux méthodes, en fonction de leur
nombre de doubles liaisons dans leur chaine carbonée ou en fonction de la longueur de cette
derniére. Ainsi, il existe des AG saturés (sans doubles liaisons), des AG monoinsaturés (1
double liaison) et des acides gras polyinsaturés (AGPI, entre 2 a 6 doubles liaisons). Les AG
peuvent également Etre classés selon leur longueur de chaine et la position de la premiere double
liaison en partant du groupement méthyle. Ainsi, la chaine carbonée de I’acide a-linolénique,
C18:3n-3 (ALA), contient 18 carbones et 3 insaturations dont la premiere est située sur le
troisieme carbone (n-3 ou w-3). L’acide linoléique, C18:2n-6 (LA), contient 18 carbones
également, mais seulement 2 insaturations situées a partir du carbone 6 (n-6 ou ®-6) (Shahidi
and Ambigaipalan, 2018). Ces deux AGPI, ALA et LA sont dits essentiels, puisqu’ils ne
peuvent pas étre synthétisés par le corps humain. A I’inverse, ils sont produits en grande
quantité par les plantes a partir de I’acide ol€ique via 1’action de la D12 désaturase, absente
chez ’Homme. LA peut également étre convertie en ALA via la D15 désaturase mais une fois
de plus absente chez ’'Homme (Lee et al., 2016). Les dérivés de I’ALA sont 1’acide
eicosapentaénoique (EPA) et 1’acide docosahexaénoique (DHA), a eux trois avec ’ALA, ils
constituent les principaux AGPI ®-3. La conversion d’EPA et de DHA a partir d’ALA est faible
chez I’Homme, 5 a 10% pour I’EPA et moins de 1% pour la DHA (Y.-S. Huang et al., 2004).
Cependant, il a été montré que les végétariens possedent plus d’enzymes transformant I’ALA
en EPA et DHA que les carnivores. Le ratio ©-6/®-3 est primordial puisqu’en effet, les enzymes
qui convertissent ’ALA et LA sont les mémes. Une concentration trop importante d’ -6 limite
le métabolisme des ®-3, et donc leur utilisation (Lee et al., 2016). Il est donc nécessaire

d’adapter son alimentation pour avoir un apport suffisant en ®-3.
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Catabolisme des -6 et des -3

LA est converti en acide arachidonique, un précurseur de molécules pro-inflammatoires.
L’acide arachidonique et LA peuvent étre stockés au niveau membranaire et étre libérés dans
le cytoplasme par ’action de la phospholipase A2 suite a un stimulus (par exemple par TLR4)
(Norris and Dennis, 2012). Une fois dans le cytoplasme, 1’acide arachidonique peut étre
converti en eicosanoides par les cyclooxygénases 1 et 2, les lipoxygénases et le cytochrome
P450. Les eicosanoides regroupent les prostaglandines, les thromboxanes et les leucotrienes qui
jouent de nombreux roles dans la réponse immunitaire, I’inflammation ou encore le systéme
vasculaire (Calder, 2020). Par exemple le PGE2 et le leucotriene B4 synthétisés a partir de
I’acide arachidonique, augmentent la perméabilité vasculaire, la vasodilatation et le
chimiotaxisme des cellules immunitaires (Crooks and Stockley, 1998). De facon intéressante,

le PGE2 est impliqué dans I’immunomodulation des CSA.

La conversion de I’ALA en EPA et DHA a principalement lieu dans le foie mais elle se
déroule également dans le cerveau, la rétine et les testicules (Agbaga et al., 2010; Sassa and
Kihara, 2014). L’ALA en elle-mé&me est surtout stockée dans le tissu adipeux sous forme de
TG. Elle peut également étre B-oxydée. D’ailleurs, il a été démontré que I'ALA a le taux de 3-
oxydation le plus élevé parmi les acides gras insaturés (Nettleton, 1991). Les dérivés de I’ALA
(EPA et DHA) peuvent également €tre incorporés dans les membranes cellulaires. Comme les
-3 et ®-6 peuvent étre incorporés dans les membranes, une supplémentation en ®-3 permet de
diminuer le ratio ®-6/®w-3 au niveau membranaire, car une compétition entre w-6/®-3 a lieu
dans les membranes pour la synthese des eicosanoides. En effet, les enzymes convertissant les
-3 et m-6 sont les mémes (cyclooxygénases dont COX-2 et lipoxygénases). Les ®-3 sont eux
utilisés pour synthétiser des molécules anti-inflammatoires, tels que les résolvines D et E | les
marésines et les protectines, qui sont collectivement appelées médiateurs pro-résolution
spécialisés et qui agissent comme des agents anti-inflammatoires (Giacobbe et al., 2020).
L’EPA est également a I’origine de la synthése des prostaglandines E3, des thromboxanes A3
et des leucotrienes B5 induisant une réponse inflammatoire moins intense (Calder, 2020; Seya
et al., 1988) (Figure 21), alors que les ®-6 induisent la synthése de PGE2, de leucotriene B4 et
de thromboxane A2, connus pour étre pro-inflammatoires. Ainsi, la diminution du ratio ®-6/®-
3 permet de faire basculer la balance vers la production d’eicosanoides plutdt anti-

inflammatoires favorisant la résolution de I’inflammation.
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Effets des omega-3 sur I’inflammation

II a été montré que I’augmentation du ratio ®-6 /®-3 est associé a un risque accru de
progression du syndrome métabolique et de I’athérosclérose (Burghardt et al., 2010; Wan et al.,
2010). A I'inverse, I’augmentation de 1’apport en ®-3 réduit la mortalité due aux maladies
cardiovasculaires, ainsi que la pression artérielle, les concentrations de TG et le risque
thrombose (Casula et al., 2013; Chowdhury et al., 2014; Studer et al., 2005). Du fait des régimes
occidentaux, les ratios ®-6 /o-3 varient entre 10:1 en Europe et 20:1 aux Etats-Unis alors que
le rapport recommandé est de 3 a 5 :1 (Simopoulos, 2011). L’ALA est trouvé dans les plantes
(Par exemple : graines de chia, de lin ou le basilic) alors que I’EPA et la DHA sont présents
essentiellement dans les poissons gras (Par exemple : caviar, anchois, morue, saumon,
maquereau) (Abedi and Sahari, 2014) (Figure 22). Les pays ou la consommation de poisson
est élevée présentent de meilleur ratio ®-6 /®-3 dans leur régime alimentaire, ainsi la population

japonaise présente un ratio de 4 :1 (Simopoulos, 2008).

Mécanismes d’action des m-3

Les effets des ®-3 sur toutes ces pathologies s’expliquent entre autres, par la capacité
des ®-3 a moduler I’inflammation. Par exemple, I’incubation de macrophages en présence de
DHA et d’EPA permet d’inhiber la voie TLR4 et de diminuer I’expression de genes
inflammatoires tels que COX-2 et IL-1pB (Lee et al., 2001; Norris and Dennis, 2012). Comme
nous 1’avons vu précédemment les acides gras saturés sont capables de stimuler le récepteur
TLR4 et ainsi d’induire I’activation de la voie NF-KB. A I’inverse, ’EPA et la DHA peuvent

limiter 1’activation de cette voie (Lee et al., 2001).

L’EPA et la DHA peuvent également moduler la réponse inflammatoire en se liant au
récepteur GPR120, un récepteur couplé aux protéines G, également connu sous le nom de
récepteur 4 des acides gras libres (FFA4). L'activation du GPR120 par I'EPA ou le DHA conduit
au recrutement de la B-arrestine 2 a la membrane plasmique. Le complexe GPR120/B-arrestine
2 est ensuite internalisé dans le compartiment cytoplasmique, il se lie a TABI, la protéine de
liaison de TAKI1. Ce processus bloque I’interaction entre TAB1 et TAKI1, en conséquence,

entraine une activation réduite de TAKI1 et une diminution d’activation des voies de
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signalisation IKK-B/NF-«kB et JNK/AP-1 et de I’inflammasome. La diminution de l'activation
de TAK-1 par le DHA conduit a une diminution d’expression des cibles des voies
inflammatoires, tels que le TNF-a et 1'l[L-6 par des macrophages (Oh et al., 2010). Le récepteur
GPR120 est fortement exprimé dans les macrophages et les adipocytes ce qui explique 1’effet
bénéfique d’un régime riche en ®-3 chez des souris rendues obeses, du fait de la diminution de

I’infiltration des macrophages et de I’inflammation du tissu adipeux (Oh et al., 2010).

Le récepteur TLR4, en plus d’induire I’activation de la voie NF-kB, permet également
I’activation de I’inflammasome NLRP3. Ainsi, la stimulation de macrophages avec des -3,
(EPA et DHA), diminue I'activation de I'inflammasome NLRP3 et inhibe de fait, I'activation de
la caspase-1 et la sécrétion d'IL-1B. En effet, I’activation de GPR120 et GPR40 induit la
séquestration de NLRP3 par la B-arrestine-2, ce qui évite I’assemblage de 1’inflammasome.
Ceci se traduit in vivo par un effet des -3 sur la prévention de la résistance a l'insuline induite
par un régime hypercalorique, via I’inhibition I'activation de l'inflammasome NLRP3 et

I’inhibition de la sécrétion de TNF-a et de MCP-1 (Yan et al., 2013).

Un autre mécanisme par lequel les ®-3 inhibent I’inflammation du tissu adipeux est lié
a leur capacité a se lier aux isoformes de PPAR, notamment les isoformes PPAR-a, PPAR-y et
PPAR-p. Les différentes isoformes de PPAR forment des hétérodimeres avec le récepteur X du
rétinoide (RXR) et se lient aux éléments de réponse des proliférateurs de peroxysomes (PPRE)
au niveau des promoteurs des genes cibles impliqués dans le métabolisme des lipides, dans la
différenciation adipocytaire et dans la réponse inflammatoire (Li and Glass, 2004; Zapata-
Gonzalez et al., 2008). L’activation de PPAR-a et PPAR-y réduit I'expression des genes activés
par la voie de NF-kB. La DHA et I’EPA sont capables d’induire I’expression de PPAR-y et de
fait, d’inhiber la voie NF-«B (Kong et al., 2010). De plus, I'EPA et le DHA sont capables
d’interagir directement avec les isoformes de PPAR et, par conséquent, de moduler I'expression

des genes impliqués dans le métabolisme des lipides et la réponse inflammatoire (Martinez-

Fernandez et al., 2015) (Figure 23).

Les actions anti-inflammatoires de I'EPA et du DHA peuvent également étre liées a une
diminution de l'activité de la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase,
entrainant une diminution du recrutement et de la dimérisation de TLR4 dans les radeaux
lipidiques (Hwang et al., 2016). De plus, la diminution de 1’activit¢t NADPH oxydase diminue
également la production de dérivés réactifs de 1'oxygene, qui participent a I’activation de la voie

TLR4.
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Un autre mécanisme d'action des ®-3 concerne la capacité d'incorporer de I’EPA et de
la DHA aux dépens des ®-6, au niveau de la membrane plasmique entrainant la destruction des
radeaux lipidiques. En effet, les radeaux lipidiques sont des régions denses en cholestérol, en
phospholipides contenant des acides gras saturés et en sphingolipides. Ils correspondent a des
portions rigides de la membrane permettant I’ancrage de récepteurs et de molécules de
signalisation. C’est notamment le cas, au niveau des radeaux lipidiques constituant la synapse
immunologique. Les ®-3 incorporés au niveau des radeaux lipidiques viennent ainsi les
déstructurer. Ainsi la réponse lymphocytaire peut étre inhibée par 1’incorporation des ®-3 au
niveau des phospholipides membranaires, en limitant ’ancrage des protéines nécessaires a
I’activation des lymphocytes (Calder, 2015). La déstructuration des radeaux lipidiques conduit
également, a une diminution de la translocation de TLR4 et de MyD88 a la membrane. Cela
diminue l'activation du récepteur TLR4 et, par conséquent, 1'activation de la voie NF-xB
(Hwang et al., 2016). De plus, les ®-3 diminuent I’ancrage a la membrane des récepteurs a I’IL-
6 notamment au niveau des lymphocytes naifs, ce qui a pour effet de diminuer leur polarisation

en lymphocytes Th17 (Allen et al., 2014).

Enfin, les o-3 sont également capables d’inhiber la sécrétion d’IL-17A et la polarisation
des Th17 dans différents modeles de pathologies inflammatoires tels que le psoriasis, la colite
(Monk et al., 2012), I’uvéite (Shoda et al., 2015) ou encore 1’encéphalomyélite auto-immune

expérimentale (Kong et al., 2011).

Effets cliniques des -3

Plusieurs études ont montré un rdle bénéfique des -3 sur I’inflammation du tissu
adipeux. La supplémentation en ®-3 dans I’alimentation de femmes en surpoids ou en situation
d’obésité a montré la capacité des -3 a diminuer la concentration de la CRP et le nombre de
leucocytes (Martinez-Ferndndez et al., 2015). De plus, la supplémentation en ®-3 a diminué la
concentration de résistine, une adipokine pro-inflammatoire associée au développement de la
résistance a I’insuline (Wijetunge et al., 2019). A I’inverse, les ®-3 sont capables d’induire une
augmentation des concentrations d’adipokines anti-inflammatoires. Par exemple, une
supplémentation en ®-3 de 1,2 g/jour a augmenté I'adiponectine sérique chez des femmes en

situation d’obésité ou en surpoids atteintes du syndrome des ovaires polykystiques, tout en
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diminuant les concentration sérique de glucose, d’insuline et de cholestérol par rapport au
placebo (Mohammadi et al., 2012). Une autre étude au cours de laquelle des sujets obeses ont
re¢u une supplémentation en EPA/DHA a montré une baisse de ’inflammation du tissu
adipeux. En effet, les auteurs ont montré une diminution du MCP-1, de CCL-2, de I’IL-6 et une
augmentation de 1’adiponectine dans le TAsc de ces sujets (Itariu et al., 2012). Enfin, une autre
¢tude a montré une diminution de I’inflammation du TAsc chez les femmes enceintes en état
d’obésité, avec une diminution de 1’expression de I’'IL-6, de I’'IL-8, du TNFa et de TLR4
(Haghiac et al., 2015). Plusieurs études ont également mis en évidence 1’effet protecteur des -
3 vis-a-vis des pathologies cardiovasculaires. En effet, des métanalyses ont montré que ’EPA
et la DHA sont capables de diminuer la concentration en triglycérides plasmatiques, ainsi que
la pression artérielle systolique et diastolique (AbuMweis et al., 2018; Miller et al., 2014) mais
également la fréquence cardiaque (Hidayat et al., 2018). De plus, la supplémentation en ®-3
induit une diminution de I’agrégation plaquettaire et des triglycérides plasmatiques (Gao et al.,

2013; Hartweg et al., 2009).

Les -3 ont également montré un effet dans le traitement contre le cancer. Les ®-3
réduisent la croissance d’un certain nombre de types cellulaires issus de cancer, notamment
prostatique, pulmonaire, et mammaire (Sf et al., 2015). De plus, les -3 permettent d’augmenter
I’efficacité de nombreuses chimiothérapies. Par exemple, une supplémentation de 1.8 gde DHA
durant la chimiothérapie de femmes atteintes de cancer du sein a permis d’augmenter de 8 mois
la survie de ces patientes. Les auteurs supposent que 1’incorporation d’®-3 dans les membranes
des cellules cancéreuses participe a sensibiliser les cellules a la chimiothérapie (Bougnoux et
al., 2009). Une étude japonaise en double aveugle concernant les cancers colorectaux a
démontré qu’une supplémentation en EPA (2,7 g par jour) est capable d’inhiber le

développement de cryptes colorectales aberrantes comparé au placebo (Higurashi et al., 2012).

Enfin, ’effet clinique des -3 le plus fréquent est la diminution de I’inflammation
chronique. En effet, une métanalyse a évalué¢ I’effet des -3 chez des patients atteints de
maladies inflammatoires chroniques auto-immunes ou non. Il a été observé que la
supplémentation en ®-3 induit une diminution significative de la CRP, de I’'[L-6 et du TNFa
circulant. De plus, une corrélation inverse entre la durée de la supplémentation et les
concentrations de ces cytokines a été observée, soulignant I’intérét d’une consommation a long

terme des ®-3 (Li et al., 2014). Une autre métanalyse a démontré que les ®»-3 induisent une
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diminution de la concentration circulante de thromboxane B2 chez les patients a risque élevé
de pathologies cardiovasculaires ainsi qu’une diminution de la concentration en leucotriéne B4

chez des patients atteints de polyarthrite rhumatoide (Gioxari et al., 2018).

Notre équipe a précédemment démontré le role des CSA issues du tissu adipeux de
patients obeses dans la polarisation des lymphocytes Th17, via I’utilisation d’un modé¢le de co-
culture de CSAob (cellules souches adipocytaires issues d’individus en état d’obésité) et de
CMN (cellules mononuclées du sang) activées par la PHA (phytohémagglutinine A). Du fait
du rdle anti-inflammatoire des -3 et de leur capacité a inhiber la polarisation des lymphocytes
Th17 dans différents modeles de pathologies inflammatoires chroniques (psoriasis,
entérocolite, encéphalomyélite auto-immune), nous avons testé s’ils étaient capables d’inhiber

la polarisation des lymphocytes Th17 médiée par les CSAob.

- L’ALA ainsi que ’EPA et la DHA inhibent la sécrétion d’IL-17A médiée par les
CSA, de facon dose dépendante. Comme précédemment démontré, la co-culture de CSAob-
CMN activée par la PHA induit une augmentation de la sécrétion d’IL-17A ainsi que d’IL-1(3
et d’IL-6. L ajout d’ALA lors de ces co-cultures a permis d’observer une diminution de la
sécrétion d’IL-17A de fagcon dose dépendante. Cette inhibition n’est pas propre a I’ALA puisque
la présence d’EPA et de DHA a donné le méme effet. De plus, 1’effet inhibiteur des ®-3 est
spécifique a I’IL-17A puisqu’ils n’affectent pas la sécrétion d’IL-1B et d’IL-6, qui sont

également augmentés dans notre modele, mais secrétés par les monocytes ou les CSA.

- L’inhibition de la sécrétion d’IL-17A par I’ALA est associée a une inhibition de
STAT3. Comme nous I’avons vu dans le chapitre concernant les lymphocytes Th17, STAT3
est impliqué dans la polarisation vers la voie Th17. Nous avons pu montrer que 1’ajout d’ALA

induit une inhibition de la phosphorylation de STAT3, et donc de son activité.

- L’ALA inhibe I’expression de marqueurs pro-inflammatoires. Nous avons ensuite
mesuré ’expression de COX-2 et de TLR4 en présence d’ALA car ces deux molécules ont été
impliquées par d’autres auteurs dans les mécanismes d’action de I’ALA. Nous avons ainsi, mis

en évidence que les ®-3 dans notre modele inhibent 1’expression de COX-2 et de TLR4. Par
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ailleurs, I’utilisation d’un peptide inhibiteur de TLR4 (VIPER) a permis de réduire fortement
la sécrétion d’IL-17A par rapport au peptide contrdle (CP7). Cela nous a permis de valider
I’implication de TLR4 dans I’activation de la sécrétion d’IL-17A médiée par les CSA et

I’inhibition de cet effet par les ®-3 (li¢ a une diminution d’expression de TLR4).

- L’ALA inhibe ’expression d’ICAM-1 et donc les interactions entres CSA et CMN
et entre lymphocytes et monocytes. L’ ALA est connue pour s’ incorporer dans les membranes
cellulaires et inhiber la formation des synapses intercellulaires (radeaux lipidiques). De ce fait,
ayant précédemment démontré que la sécrétion d’IL-17A dans notre modele implique ICAM-
1, une molécule facilitant les contacts intercellulaires entre lymphocytes et monocytes et/ou
CSA, nous avons analysé I’effet de I’ALA sur I’expression d’ICAM-1. Nous avons montré que
I’ALA inhibe I’expression d’ICAM-1 et diminue les interactions cellulaires induites par la
PHA. De plus, 'utilisation d’un anticorps bloquant ICAM-1 a permis de démontrer son

implication dans la sécrétion d’IL-17.

- L’ALA inhibe la sécrétion d’IL-17A médiée par les adipocytes. Notre équipe a
précédemment mis en évidence que les adipocytes différenciés a partir de CSA de sujets obeses
sont capables eux aussi de polariser les lymphocytes Th17. Ainsi, nous avons montré ici, que
I’ALA est également capable d’inhiber la polarisation des Th17 par les adipocytes renfor¢ant

le réle important des -3 dans la prévention de I’inflammation au niveau du tissu adipeux.

En conclusion, cette étude a démontré que I’ ALA inhibe la polarisation des lymphocytes
Th17 sans impacter la sécrétion d’IL-1p et d’IL-6. Cela suggere un effet préférentiel des ®-3
sur les lymphocytes T plutot que sur les monocytes. Par ailleurs 1’incubation de CMN seules
avec de I’ALA induit une inhibition de la sécrétion d’IFNy sécrété par les lymphocytes mais
pas de TNFa, essentiellement sécrété par les macrophages dans ce modele. Confirmant ces
résultats, Monk et son équipe, en utilisant un modele de lymphocytes T CD8+ co-cultivés avec
des adipocytes et activés par des anticorps anti-CD3/CD28, ont montré que I’huile de poisson
(riche en ®-3) n’induisait pas d’inhibition de la sécrétion d’IL-1f3, d’IL-6 et de TNFa (Monk et
al., 2015). Les anticorps anti-CD3/CD28 activent spécifiquement les lymphocytes. Dans notre
modele, la PHA active elle aussi spécifiquement les lymphocytes T, ce qui pourrait expliquer

I’inhibition, des lymphocytes T, par les ®-3.
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Nous avons ensuite démontré que les ®-3 inhibent la sécrétion d’IL-17A, via la
diminution d'expression dICAM-1. LFA-1 est le ligand d’ICAM-1, c’est une B2 intégrine qui
joue un role important dans les interactions intercellulaires (Rothlein et al., 1986). Etant donné
que LFA-1 est exprimé par leucocytes, nos résultats suggerent que 1’inhibition d’ICAM-1 au
niveau des CSA et des monocytes pourrait réduire la capacité des monocytes et des
macrophages a interagir avec les lymphocytes T. Appuyant cette hypothese, 1’incubation des
CMN activées par la PHA avec I’ALA diminue la formation d’agrégats cellulaires. D’ailleurs,
de maniere intéressante, il a été démontré que les niveaux circulants d’ICAM-1 sont réduits par
I’ALA chez des sujets en ¢état d’obésité, induisant par la suite une amélioration de la pression
artérielle, de I’inflammation et de la dysfonction endothéliale (Egert et al., 2014). Ce nouveau
mécanisme pourrait contribuer a expliquer les effets bénéfiques des ®-3 dans les pathologies

inflammatoires liées a I'lL-17A et, associées a 1’obésité.

Nous avons également observé dans notre modele une inhibition de I’expression de
TLR4 et de COX-2 par I’ALA. TLR4 est un récepteur membranaire dont la voie de transduction
conduit a I’activation de la COX-2. 1l a déja été rapporté que les »-3 diminuent I’expression de
TLR4, ce qui confirme nos résultats (H.-Q. Liu et al., 2013; Norris and Dennis, 2012). De plus,
en utilisant un peptide inhibiteur de TLR4 nous avons démontré son implication dans la
sécrétion d’IL-17A. D’autres études, ont démontré que TLR4 était nécessaire a la sécrétion
d’IL-17A et a ’'inflammation médiée par cette cytokine. De fait, il a été démontré que les souris
déficientes en TLR4 présentent une arthrite moins sévere, et des niveaux de sécrétion d'I1L-17A
inférieurs a ceux des souris sauvages (Abdollahi-Roodsaz et al., 2008). Le déficit en TLR4
entraine une diminution de l'infiltration des neutrophiles, de la production de cytokines pro-
inflammatoires et du phénotype inflammatoire (Tang et al., 2010). Puisque les ®-3 soulagent
les pathologies inflammatoires liées aux lymphocytes Th17, et puisque nous avons démontré
qu’ils inhibent l'expression de TLR4 et la sécrétion d'IL-17A qui en découle, nous pouvons
suggérer que les -3 pourraient jouer un role dans le soulagement des maladies inflammatoires

médiées par les lymphocytes Th17, en inhibant I'expression de TLR4.
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Omega-3 Polyunsaturated Fatty Acids Inhibit IL-17A
Secretion through Decreased ICAM-1 Expression in T Cells
Co-Cultured with Adipose-Derived Stem Cells Harvested
from Adipose Tissues of Obese Subjects

Marwa Chehimi, Robert Ward, Julien Pestel, Maud Robert, Sandra Pesenti,
Nadia Bendridi, Marie-Caroline Michalski, Martine Laville, Hubert Vidal,
and Assia Eljaafari*

Scope: Obese adipose tissue (AT) is infiltrated by inflammatory immune cells including IL-17A-producing-T (Th17) cells.
It has been previously demonstrated that adipose-derived stem cells from obese (ob-ASCs), but not lean AT promote
Th17 cells. Because n-3 PUFAs are known to inhibit obese AT inflammation, it is tested here whether they could inhibit
ob-ASC-mediated IL-17A secretion.

Methods and Results: The n-3 PUFA precursor, alpha-linolenic acid (ALA), or its derivatives, eicosapentaenoic, or docosa-
hexaenoic acid, is added to co-cultures of human ob-ASCs and mononuclear cells (MNCs). All three inhibited IL-17A, but
not IL-18, IL-6, nor TNFa: secretion. As a control, palmitic acid (PA), a saturated fatty acid, did not inhibit IL-17A secre-
tion. ALA also inhibited IL-17A secretion mediated by adipocytes differentiated from ob-ASCs. Toll-like-receptor 4 is shown
to be involved in ob-ASC-mediated-IL-17A secretion, and to be inhibited by ALA, together with Cyclo-Oxygenase-2 and
Signal-Transducer-and-Activator-of-transcription-3. In addition, ALA down-regulated Intercellular-Adhesion-Molecule-1
(ICAM-1) expression in both monocytes and ASCs, which resulted in decreased interactions between ob-ASCs and MNCs,
and inhibition of IL-17A secretion.

Conclusion: It is demonstrated herein that ALA inhibits Th17 cell promotion, through decreased ICAM-1expression in
both ob-ASCs and monocytes. This novel mechanism may contribute to explain the beneficial effects of n-3 PUFA in
IL-17A-related inflammatory pathologies.

1. Introduction jected to infiltration and accumulation of inflammatory immune
cells, which together with adipose cells contribute to the devel-
opment of an inflammatory environment leading to a state of
insulin resistance.>! Secretion of inflammatory cytokines and
adipokines, such as IL-18, IL-6, leptin, and downregulation of
insulin-sensitizing adipokines, such as adiponectin and IL-10,

Increased incidence of obesity and its subsequent comorbidi-
ties are a worldwide health problem. White adipose tissue (AT)
is now recognized as an active metabolic tissue and endocrine
organ.!l During the development of obesity, obese AT is sub-
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are some of the players in this process.>™ Th17 cells are po-
tent pro-inflammatory T cells, which are part of obese adipose
tissue infiltrating cells.>~8] We have previously reported that one
of the mechanisms contributing to Th17 cell activation is depen-
dent on their cross talk with adipose tissue-derived stem cells
(ASCs) in obese AT (ob-ASC).”’ Indeed, in this model ob-ASCs,
but not ASCs from lean AT, were responsible for Th17 promo-
tion, through STAT-3 activation, and ICAM-1-mediated interac-
tions. We have also demonstrated that adipocytes differentiated
from ob-ASCs play a similar role in propagating inflammation
among infiltrating immune cells.’% At the metabolic level, obe-
sity is associated with elevated serum levels of free fatty acids
(FFA), mainly saturated fatty acids (SFA) which are known to en-
hance inflammatory signaling, predominantly through the Toll-
Like-Receptor (TLR4) pathway.[''"!Zl Indeed, SFA serve as ligands
for TLR4 resulting in activation of NFkB and secretion of pro-
inflammatory cytokines in various tissues including AT.!*l In-
versely, omega-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFAs) are less
present in the serum of obese individuals."¥ Moreover, among
the PUFAs, the balance between n-6 and n-3 in obese indi-
viduals is skewed towards n-6 PUFA, with ratios reaching up
to 20:1, as compared to a recommended ratio of 3 to 5:1.11>16
The tissue balance between n-6 and n-3 PUFA which is influ-
enced by diet, is important in the inflammatory response, as re-
viewed by Calder."”? N-6 PUFAs are substrates for the biosyn-
thesis of inflammatory mediators, such as prostaglandin E2,
or leukotriene B4. Dietary alpha-linolenic acid may be elon-
gated and desaturated to the long-chain n-3 PUFAs eicosapen-
tanenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) which
have been shown to inhibit inflammation.*®! Multiple mecha-
nisms are involved in n-3 mediated inhibition of inflammation.
For example, the cyclo-Oxygenase 2 (COX-2) enzyme, uses the
n-6 PUFA, arachidonic acid, as a substrate to produce the in-
flammatory mediator, PGE2, while EPA is converted to the less
inflammatory metabolite, PGE3.!) Long-chain n-3 PUFAs de-
crease TNFa, IL-6, and IL-18 pro-inflammatory cytokine pro-
duction from LPS-stimulated cells.?” The reduction in cytokine
molecule production by DHA and EPA appears to involve ef-
fects on NF-«B, and reduction in the signaling of TLR4, which
may be due to the ability of the long-chain PUFAs to affect
lipid membrane raft formation.?!l DHA and EPA may also af-
fect NF-«B activation via upregulation of PPARy.?? Last, EPA
and DHA also actively participate in the resolution of inflamma-
tion via conversion to metabolites such as resolvins, protectins,
and maresins, also named specialized pro-resolving mediators
(SPM). 23!

Interestingly, n-3 PUFAs have been recently shown to inhibit
IL-17A secretion, and/or Th17 cell promotion in several patholog-
ical models, such as auto-immune uveitis, colitis, experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE), or psoriasis.?*2¥ How-
ever these studies either used EPA/DHA containing fish oil (FO),
or genetic mice models able to synthesize n-3 PUFAs de novo.
But, ALA, the precursor of EPA and DHA has never been tested
for these effects. Therefore, using our co-culture model in which
ob-ASCs promoted IL-17A secretion by T cells, we addressed
herein whether ALA would inhibit this process. We demonstrate
that ALA, as well as EPA and DHA, inhibit ASC-mediated IL-17A
secretion, but do not alter the secretion of monocyte-derived pro-
inflammatory cytokines known to be activated in this co-culture
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model, such as IL-18 and IL-6. The decrease of ALA-mediated
IL-17A secretion was associated with an inhibition of Signal-
Transducer-and Activator-of-Transcription-3 (STAT3) activation,
and decreased levels of COX-2 and TLR4 mRNA expressions.
At the cellular level, ALA inhibited ICAM-1 expression in both
monocytes and ASCs, resulting in the reduction of cell—cell in-
teractions known to be required for Th17 cell activation.?!

2. Experimental Section

2.1. Isolation and Expansion of ob-ASC

Subcutaneous or visceral AT samples were isolated from residues
of bariatric surgery of five obese subjects (BMI > 30 kg m~),
with the approval of the Committee for the Protection of Human
Subjects of the “Hospices Civils de Lyon” and with informed pa-
tient consent. AT samples (50-100 mg) were fragmented and in-
cubated in 2 g L1 of collagenase type la solution (Sigma-Aldrich,
C2674) dissolved in DMEM:F12 medium (50/50 v/v) (Invitrogen)
for 40 min at 37 °C by mixing. Collagenase action was quenched
by the addition of 1:1 v/v of DMEM:F-12 medium supplemented
with 10% heat inactivated fetal calf serum (FCS). The released
stromal vascular fraction (SVF) was recovered by centrifugation
(800 g for 7 min at 25 °C). Residual red blood cells were lysed
by hypotonic shock and the ASC component of the SVF was se-
lectively expanded in culture medium composed of DMEM:F-12
supplemented with 10% FCS, 2 mmol L~! L-glutamine, and 100
U mL~! penicillin-streptomycin. Half of the culture medium was
changed every 2-3 days. ASCs were amplified by several passages
in culture (3 to 4) and directly used for experiments or stored in
liquid nitrogen. The pluripotent phenotype of ASCs was validated
by differentiating ASCs into adipocytes or osteoblasts, depend-
ing on the differentiation medium used, as previously reported.”!
To ascertain ASC identity, staining with FITC or PE conjugated
mouse anti-human cell surface markers (from BD, Becton Dick-
inson Biosciences, France) revealed a CD90", CD105+, CD73+,
and CD45™ pattern as recommended by the French Cell Therapy
Society!?”) (Figure S1, Supporting Information).

2.2. Isolation of Blood Mononuclear Cells

Blood samples were obtained through the Blood Bank Cen-
ter of Lyon (France), following institutionally approved guide-
lines. Blood mononuclear cells (MNCs) were extracted from
healthy human peripheral blood by density gradient centrifuga-
tion (Ficoll-Paque, Miltenyl Biotec). MNCs were stored in liquid
nitrogen prior to use.

2.3. Co-Culture Assays

ODb-ASCs were harvested and seeded in 96-well plates (20 000
cells per well) for 18-24 h. 100 000 MNCs were co-seeded for 48h
in the presence or absence of phytohemagglutinin (PHA), 5 ug
mL~!, (Sigma-Aldrich). ASC alone, MNC alone, or co-cultures,
were treated with indicated doses of fatty acids (FA). After 48 h,
supernatants were harvested and frozen.

© 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Table 1. Primers for real-time PCR.
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Gene name 5'-3' sequence Amplicon size, bp RefSeq number
TBP F: TGGTGTGCACAGGAGCCAAG 139 NM_003194
R: TTCACATCACAGCTCCCCAC
COX-2 R: CTGCGCCTTTTCAAGGATGG 140 NM_000963
F: TCCTGCCCCACAGCAAAC
ICAM-1 R: CTGCAGACAGTGACCATCTA 307 NM_000201
F: GACAATCCCTCTCGTCCAGT
IL-T7RA CCACAGTTGTTTGAGCACA 194 NM_014339; NM_001289905
GCATTTCTGGGCAGGAAACA
IL-8 F: TTCTGCAGCTCTGTGTGAAG 186 NM_000584
R: ACAGAGCTCTCTTCCATCAG
MCP-1 R: TCAGCCAGATGCAATCAATG 138 NM_002982
F: ATGGTCTTGAAGATCACAGC
TLR4 F: CAACCAAGAACCTGGACCTG 155 NM_138554

R: AGGTAGAGAGGTGGCTTAGG

2.4. Reporting Dose and Administration Details

ALA (U-62A Nu-Chek prep), EPA (E2011 Sigma-Aldrich) or
DHA (D2534), prior to activation with PHA, or PUFA were
added to the co-cultures at 1, 50, or 100 um. Stock solutions
were prepared in ethanol and further diluted at 1:250 in RPMI
containing 2 % FA-free BSA, 2 mm L-glutamine, 100 U mL~!
penicillin-streptomycin and 1 % sodium bicarbonate. Palmitic
acid (PA) (P0500 Sigma-Aldrich) was directly diluted in the same
culture medium at the concentration of 200 um. The concentra-
tions used for ALA, EPA, DHA, and PA were similar to those
classically reported for assays with mononuclear cells, and were
not toxic for the cells, as mentioned in the main text. In some
experiments, a TLR4 neutralizing peptide (VIPER), or its nega-
tive control (CP7) peptide (50 g mL~!) (Novus bio NBP2-26244)
or ICAM-1 neutralizing antibody (10 ug mL™') were added to
co-cultures.

2.5. Cytokine Secretion

IL-17A (#88-7176-88), IL-18 ((#88—7261—88), and IL-6(#88-
7066-88) secretion were measured by ELISA, using the corre-
sponding antibodies (e-Biosciences).

2.6. Western-Blot Analysis

3 h following activation of co-cultures with PHA, cells were har-
vested, proteins were separated by SDS-PAGE and transferred to
polyvinylidene fluoride membranes. Membranes were then im-
munoblotted with the appropriate antibodies to detect phospho-
STAT3-Ser727 (no. 9134) and total STAT3 (no. 9139), from Cell
Signaling Technologies. Antibody binding was then detected by
using HRP-conjugated secondary antibodies and Luminata Forte
western HRP substrates (Merck). Immunoblots were visualized
by a chemiluminescence imaging system.

Mol. Nutr. Food Res. 2019, 63, 1801148
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2.7. mRNA Measurements

Total RNA was extracted from co-cultures using the Tri Isolation
Reagent (Roche, Meylan, France). RNAs were stored at —80 °C.
cDNA was synthesized from 250 ng of total RNA using the
PrimescriptRT reverse transcription kit (Takara, Dalian, Japan)
according to the manufacturer’s instructions. Quantitative PCR
was performed in duplicate on a Rotor-gene Real-time PCR Sys-
tem, using the Absolute qPCR SYBR Green Mix (ABgene, II-
Ikirch, France). Quantitative data were defined by threshold cycle
(Ct) normalized for the housekeeping gene TATA Box Binding
Protein (TBP). Primer sequences are reported in Table 1.

2.8. Flow Cytometry

Prior to staining, cells were washed in PBS/2% FCS. Thirty min-
utes of incubation with fluorescent ICAM-1, CD14, CD105 an-
tibodies were followed by several washes in PBS/2% FCS. Cells
were analyzed on a LSRII flow cytometer (Becton Dickinson), and
the DIVA software.

2.9. Statistical Analysis

The one-way ANOVA test was used followed by post hoc Bon-
ferroni multiple comparison tests. Differences were considered
statistically significant when p was < 0.05.

3. Results

3.1. ALA, like EPA or DHA, Inhibits ob-ASC-Mediated IL-17A
Secretion, in a Dose-Dependent Manner

We have previously developed a co-culture model mimicking

immune cell infiltration in obese adipose tissue (ob-AT), and
leading to Th17 and monocyte cell activation.”) In order to

© 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 1. ALA, like EPA and DHA, inhibits ob-ASC-mediated IL-17A secretion, in a dose-dependent manner. MNCs from healthy donors were activated
(+) or not with PHA, and co-cultivated with ASCs derived from obese donors at the ratio of 5:1 MNCs: ASCs. Co-cultures were treated with or without
increasing concentrations of ALA. 48 h later, supernatants were harvested and cytokine secretion was analyzed by A) ELISA for IL-17A. B) EPA, DHA, or
PA were used instead of ALA. C) Graduated doses of ALA were added to EPA or DHA (100 jtM) in co-culture assays D) IL-17A, IL-18, and IL-6 secretions
were measured by ELISA, and results are shown as percentage of cytokine secretion inhibition. Error bars represent standard deviations (SD) from n >

%

3 independent experiments in triplicates. *, ***, represent p < 0.05, p < 0.001, as obtained by the one-way ANOVA followed by Bonferroni comparison

tests.

evaluate the effects of n-3 PUFAs on Th17 activation, co-cultures
of human ob-ASCs and MNCs were activated with PHA in the
presence of increasing doses of ALA for 48 h. IL-17A, IL-18, and
IL-6 secretions were measured by ELISA. As expected, ob-ASCs
induced a strong increase of IL-17A secretion which was in-
hibited by ALA in a dose-dependent manner, with a statistically
significant inhibition obtained at 100 uM (p < 0.05) (Figure 1A).
Since EPA and DHA long-chain n-3 PUFAs are known to exert
anti-inflammatory effects,*” we investigated whether inhibition
of IL-17A secretion was specific for ALA treatment, or could
be induced by either of its two derivatives. As control, PA, a
saturated fatty acid was used. As shown in Figure 1B, both EPA
and DHA, inhibited ob-ASC-mediated IL-17A secretion, but PA,
a saturated fatty acid, did not.

To test whether a potentiating effect on IL-17A inhibition
could be observed in the presence of ALA, and/or EPA, or DHA,
graduated doses of ALA were added to EPA or DHA in the co-
culture model. Results showed a potentiation of EPA-mediated
inhibitory effect in the presence of 100 um ALA. However, no
potentiating effect was observed with DHA (Figure 1C). Finally,
the inhibitory effect of ALA, EPA, or DHA, was selective for
IL-17A, as n-3 PUFA treatment did not affect IL-18 nor IL-6
secretion (Figure 1D).

Collectively, these results indicate that ALA and its
long-chain derivatives selectively inhibit ASC-mediated IL-
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1801 'I4flé§of 10)

17A secretion, and that ALA potentiates EPA inhibitory
effects.

3.2. ALA-Mediated Inhibition of IL-17A Secretion is Associated
with STAT3 Inhibition

STAT3 is a master transcription factor involved in IL-17A
secretion® and has been shown to contribute to IL-17A secre-
tion in an ASC-MNC co-culture model.’! Phosphorylated-STAT3
is the active and functional form of STAT3. Thus, to investigate
whether STAT3 could contribute to the anti-inflammatory effects
of ALA, STAT3 phosphorylation was measured in the presence or
absence of ALA. As shown in Figure 2, ALA significantly reduced
STAT3 phosphorylation, as compared to the untreated cells.

Thus, these results indicate that ALA suppresses ob-ASC-
mediated Th17 activation and inhibits STAT3 activity.

3.3. ALA Inhibits mRNA Expression of Inflammatory Markers,
such as COX-2 and TLR4

COX-2 is an inflammatory enzyme known to be activated by n-6
and inhibited by n-3 PUFA.I") Moreover, COX-2 has been shown

© 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 2. ALA-mediated inhibition of IL-17A secretion is associated with
STAT3 inhibition. Co-cultures activated or not with PHA were treated with
or without ALA (100 um) for 3 h. Western-blot analysis of P-STAT3 and
total STAT3 were performed on equally loaded gels (left panel) in indepen-
dent experiments. Quantification of P-STAT3 normalized on total STAT3
levels (right panel). * represents p < 0.05, as obtained by the one-way
ANOVA followed by Bonferroni comparison tests, using as control the
MNCHASC+PHA condition.

to participate in the induction of IL-17A secretion through in-
duction of PGE2 synthesis.***3] Therefore, we measured COX-2
gene expression levels in the ASC-MNC co-culture model. Re-
sults showed that COX-2 mRNA expression was inhibited in a

www.mnf-journal.com

dose-dependent manner in ALA treated co-cultures, with statisti-
cally significant results obtained with 50 um of ALA, or more (p
< 0.01) (Figure 3A).

To further elucidate the mechanisms involved in ALA-
mediated inhibition of IL-17A secretion, we investigated the in-
volvement of TLR4 signaling in this model, since fish-oil sup-
plementation which provides EPA and DHA, is known to sup-
press TLR4 signaling leading to COX-2 activation and reduction
of inflammation.**35) We thus measured the gene expression
levels of TLR4 following activation with phytohemagglutinin A
(PHA) in the ASC-MNC co-culture model, and observed that
it was significantly downregulated by ALA in a dose-dependent
manner (Figure 3B). To assess the implication of TLR4 in
ob-ASC-mediated IL-17A secretion, we used VIPER, a peptide
known to inhibit TLR4 signaling by directly targeting the MyD88
adaptor-like and TRIF-related adaptor molecules.®) As shown in
Figure 3C, IL-17A secretion was markedly inhibited in the
VIPER- treated co-cultures, as compared to those treated with
the CP7 negative control peptide. Therefore, these results sug-
gest that ALA inhibits IL-17A secretion through a mechanism
linked to TLR4 signaling.

COX2/TBP

e

%

L
109 7
— 0.8
S
2
§ 0.6
['4
£ 0.4-
£
5 0.24
e
0.0-
MNC +0bASC+PHA
+ALA (UM) .
B) C)
TLR4/TBP
‘e
0.25+ . i
']
L
$ 0.20-
2
= 0.15-
°é
o 0.104
>
k:
e 0.054
0.00-
MNC +ObASC+PHA
+ALA (M) . + + ¥
1 50 100

1 50 100

IL17A

kkk

*kk

IL-17A secretion (pg/mL)

o

0 CP7

VIPER

Figure 3. ALA inhibits mRNA expression of inflammatory markers, such as COX-2 and TLR-4. PHA activated co-cultures by were treated or not with
graded concentrations of ALA (1, 50, 100 um). A,B) 24 h later, cells mRNA was extracted for qPCR quantification of COX-2, and TLR4 gene expression.
Gene expression was normalized to the TBP housekeeping gene. C) Co-cultures of cells activated by PHA were treated or not with a TLR4 inhibitory
peptide (VIPER), or its control peptide (CP7). Supernatants were harvested and cytokine secretion was analyzed by ELISA for IL-17A secretion. Error
bars represent standard deviations from n = 3 independent experiments in triplicates. *, **, *** represent p < 0.05, p < 0.01, p < 0.001, as obtained

by the one-way ANOVA followed by Bonferroni comparison tests.
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Figure 4. ALA inhibits ICAM-1 expression on both ASCs and monocytes, and decreases the formation of cell aggregates between monocytes and ASCs. A)
Co-cultures of MNC+ASC activated by PHA were treated or not with anti-ICAM-1 neutralizing antibody (10 ug mL™). IL-17A, IL-18, and IL-6 secretions
were measured by ELISA, after 48 h. B) Graduated concentrations of ALA (1, 50, 100 +M) were added to PHA-activated co-cultures. 24 h later, cells
were subjected to RNA extraction for ICAM-1 mRNA quantification. Gene expression was normalized to the TBP housekeeping gene. C) Representative
flow cytometry plots of MNC+o0b-ASC treated or not with PHA plus or minus ALA. The percentage of stained cells for ICAM-1, CD105, or CD14 are
indicated in the top of each histogram, or dot plot. Error bars represent standard deviations from n = 3 independent experiments. * represent p < 0.05,
as obtained by the one-way ANOVA followed by Bonferroni comparison tests, using as control the MNC+ASC+PHA condition.

3.4. ALA Inhibits ICAM-1 Expression on both ASCs and
Monocytes, and Decreases the Formation of Cell Aggregates
between Monocytes and ASCs

We have previously reported that ICAM-1 is implicated in IL-
17A secretion, through induction of cell-cell interactions.”! As
expected and as shown in Figure 4A, the presence of anti-ICAM-
1 monoclonal antibodies (mAD) significantly inhibited IL-17A se-
cretion in the ASC-MNC co-cultures. Of note, neither IL-18 nor
IL-6 secretion was inhibited in the presence of anti-ICAM-1 mAD,
as it was the case in the presence of n-3 PUFAs (Figure 1C). We
then evaluated the levels of ICAM-1 mRNA gene expression in
ALA-treated co-cultured cells, and observed a dose-dependent de-
crease of ICAM-1 mRNA expression (Figure 4B). Accordingly, at
the cell surface level, ICAM-1 expression which clearly increased
following PHA activation, was reduced by ALA in co-cultures,
and in both monocytes and ASCs (Figure 4C, top panels, and
Figure S2, Supporting Information). Furthermore, the labeling
of monocytes and ASCs with specific markers, that is, CD14 and
CD105 respectively, revealed an increase of their aggregation fol-
lowing PHA activation, as assessed by the amounts of double pos-
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itive cells, but a decrease in the presence of ALA (Figure 4C, lower
panels).

Altogether these results suggest that ALA inhibits ASC-
mediated Th17 cell activation by blocking the ability of PHA to
promote cell—cell contacts between mononuclear cells and ASC.

3.5. ALA Decreases the Formation of Aggregates among
Mononuclear Cells and Subsequent ob-ASC-Mediated
IL-17A Secretion

To demonstrate that ALA inhibits cell-cell interactions, we
treated MNCs in the absence of ASCs and activated them with
PHA. Indeed PHA is known to induce cell aggregates among
MNCs, which are visible under light-microscopy as soon as 24 h
following its addition in cultures. Addition of ALA clearly in-
hibited cell aggregate formation, whereas, PA used as negative
control, did not (Figure 5A, left panel). Moreover, in that con-
dition, ALA partially decreased IFNy, but not TNFu secretion,
whereas PA enhanced the secretion of both cytokines (Figure 5B).
As TNFqa is mostly secreted by monocytes, this observation

© 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure5. ALA decreases the formation of aggregates among mononuclear cells and subsequent ob-ASC mediated IL-17A secretion. MNCs were activated
by PHA, in the presence or absence of ALA, or PA. A) Cell aggregates were shown by light-microscopy. B) The effect of ALA, or PA, on PHA-mediated
activation, was measured by ELISA, on TNFa and IFNy secretions. C) MNCs were pre-incubated during 24 h with ALA and PHA, washed, and co-cultured
with ob-ASCs in the presence of PHA. As control MNCs were co-cultured with ob-ASCs and PHA in the presence or absence of ALA. IL-17A, IL-18, and
IL-6 secretion were then measured following 48 h activation. Error bars represent standard deviations from n = 3 independent experiments in triplicates.

#*, %% represents p < 0.05, p < 0.001, as obtained by the one-way ANOVA followed by Bonferroni comparison tests.

supports a T-cell specificity for ALA effects following PHA acti-
vation. To address whether inhibition of cell aggregate formation
could contribute to the inhibition of IL-17A secretion by ALA,
we then primed mononuclear cells with ALA, washed them, and
cultured them in the presence of ASCs. Results showed a strong
inhibition of IL-17A secretion that was similar to that observed
when ALA was present during the whole period of co-cultures.
However, IL-18 and IL-6 were not inhibited in this two-step exper-
imental process. Thus, these experiments suggest that by inhibit-
ing aggregate formation among mononuclear cells, ALA down-
regulates ob-ASC-mediated IL-17A secretion (Figure 5C).

3.6. ALA Also Inhibits IL-17A Secretion Mediated by Adipocytes
Differentiated from ob-ASCs

We have previously demonstrated that adipocytes differentiated
from ob-ASCs also promote Th17 cell activation.'” Here, us-
ing the same co-culture model, we measured the ability of ALA
to inhibit adipocyte-mediated IL-17A secretion. As shown in
Figure 6A, we observed that ALA did not alter the ability of
adipocytes to form lipid droplets, as assessed by the quantifica-
tion of Oil red O staining (Figure 6A), but inhibited IL-17A secre-
tion (Figure 6B).

Mol. Nutr. Food Res. 2019, 63, 1801148

1801 'Igrﬁg of 10)

Therefore, these results indicate that ALA inhibits IL-17A se-
cretion mediated by adipocytes derived from ob-ASCs.

4, Discussion

Using a co-culture model that we have previously developed to
mimic infiltration of immune cells in adipose tissues, we have
reported that adipose-derived stem cells and mature adipocytes
as well, play an important role in propagating inflammation
through activation of Th17 cells and macrophages in obese
individuals.% But, ASCs derived from lean donors were not
impaired in their ability to activate those immune cells. Because
ALA and its long-chain derivatives, EPA and DHA, have been
shown to decrease adipocyte accumulation and inflammation,*”
we tested herein whether they would be able to inhibit ASC-
mediated activation of Th17 cells following stimulation by PHA.
Of interest, we observed that the three n-3 PUFAs were as
efficient in this function, while PA, a saturated fatty acid did not
modify IL-17A secretion by T cells (Figure 1C). However, none
of these three n-3 PUFAs was able to inhibit monocyte cell ac-
tivation, as assessed by sustained IL-18 and IL-6 secretion lev-
els (Figure 1D).These results suggest thus that n-3 PUFAs may
preferentially affect T cell rather than monocyte cell function in

© 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 6. ALA inhibits IL-17A secretion mediated by adipocytes differentiated from ob-ASCs. A) ob-ASCs were differentiated into adipocytes, using a
previously described protocol, in the presence or absence of ALA (100 uMm). Cells were stained for Oil red O, and quantified for their lipid content. B)
Adipocytes differentiated from ob-ASCs in the presence of ALA or not, were washed from ALA and plated in the presence of MNCs and PHA for 48 h.

IL-17A secretion was measured by ELISA. Error bars represent standard deviations from three independent experiments in triplicates *,

*¥% represent

p < 0.05, p < 0.001, as obtained by the one-way ANOVA followed by Bonferroni comparison tests.

this model, and that they are not toxic for these cells at the con-
centrations used in this study. Reinforcing these results, we ob-
served that incubation of immune cells with ALA, in the absence
of ASCs, resulted in a decrease of IFNy but not TNFq, a cytokine
preferentially secreted by monocytes. In addition, the addition of
PA in PHA-activated mononuclear cells resulted in a strong in-
crease of IFNy and TNF« production, demonstrating thus oppo-
site effects between n-3PUFAs and saturated acids. (Figure 5B).
Using a co-culture model with CD8+T cells and adipocytes,
Monk et al. have demonstrated that T cell activation by a com-
bination of anti-CD3+CD28 mAD, did not result in fish oil in-
hibition of IL-18, IL-6, and TNFa monocyte-derived cytokine
secretion, eventhough some of the mRNA encoding for these
cytokines were decreased. In contrast, the secretion of those cy-
tokines was inhibited by n-3PUFAs following stimulation with
LPS.383 Therefore, the specific inhibition of IL-17A by n-3
PUFAs in our model, could result from our mode of activation
which used PHA, a mitogen that preferentially activates T cells.
One of the mechanisms that could explain the selective effect
of n-3 PUFAs on IL-17A secretion, following PHA activation of T
cells in the presence of ob-ASCs, is likely to be linked to ICAM-
1 expression. Indeed, this surface molecule was downregulated
by ALA in both monocytes and ASCs (Figure 4C), and on the
other hand, ICAM-1 neutralization by the use of an anti-ICAM-
1 mADb, induced a pattern of cytokine secretion quite similar to
that obtained with ALA treatment, that is, inhibition of IL-17A
but not IL-18, nor IL-6 secretion (Figure 4A). LFA-1, the ligand
of ICAM-1, is a B2 integrin which plays an important role in cell-
cellinteractions.[*” Because LFA-1 is expressed by leukocytes, our
results suggested to us that by inhibiting ICAM-1 expression on
monocytes and ASCs, ALA might reduce the ability of monocytes
to communicate with T cells, and/or ASCs to communicate with
MNCs. Supporting this possibility, we showed that the number
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of cell aggregates among monocytes and ASCs was reduced in
the presence of ALA (Figure 4C). Moreover, using a two-step ex-
perimental model, we demonstrated that ALA treatment reduced
the number of PHA-mediated cell aggregates among MNCs, that
is, monocytes and lymphocytes (Figure 5A), which subsequently
resulted in the inhibition of ob-ASC mediated IL-17A secretion
(Figure 5C). Interestingly, and as negative control, PA did not
reduce cell aggregation among mononuclear cells, as shown in
Figure 5A.

Through their incorporation into cell membranes and subse-
quent modification of membrane fluidity, n-3 PUFAs have been
shown to alter lipid rafts and subsequent IL-6 signaling leading
to Th17 cell polarization.*!*4 Accordingly, we showed herein that
ALA decreased the levels of STAT-3 phosphorylation, a transcrip-
tion factor involved in IL-17A secretion (Figure 2). Herein, in
addition to the direct impact of n-3 PUFAs on the immunological
synapses, we propose an additional effect of ALA on T-cell signal-
ing, related to downregulation of ICAM-1 expression and subse-
quent reduction of cell—cell interactions and cross talks. Of inter-
est, ICAM-1 serum levels have already been shown to be reduced
by ALA in overweight to obese patients with a subsequent im-
provement in the biomarkers of endothelial dysfunction, blood
pressure, and inflammation.*l Moreover, n-3 PUFA-mediated
downregulation of adhesion molecule expression in endothe-
lial cells including ICAM-1, have been reported in some other
studies.*Y) However, to our knowledge, the demonstration of an
ALA-mediated inhibitory effect on Th17 cell function through de-
creased ICAM-1 expression, is novel.

Another well-known effect of n-3 PUFAs is the decrease of
TLR4 expression, a membrane receptor involved in the trans-
duction mechanisms leading to COX-2 activation.’**! Analy-
sis of these two proteins in the ASC-MNC co-culture model
was consistent with these reports, as we observed that ALA

© 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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inhibited COX-2 and TLR4 gene expressions (Figure 3A,B). In
addition, by using an inhibitory peptide that blocks TLR4 bind-
ing to its ligands, we demonstrated the involvement of TLR4 in
IL-17A secretion (Figure 3C). Accordingly, previous studies have
reported the requirement of TLR4 for IL-17A secretion and IL-
17A-mediated tissue inflammation, =] notably through inhibi-
tion of IL-23 production.® Thus, TLR4 deficient mice have been
shown to display less severe arthritis, or EAE, together with lower
levels of IL-17A secretion.>#¢l Moreover, in another model, in
which multiple tissue inflammation was induced by IL-17 over-
expression, TLR4 deficiency resulted in decreasing neutrophil
infiltration, pro-inflammatory cytokine production, and the in-
flammatory phenotype.*”) Because n-3 PUFAs have been shown
to alleviate Th17 mediated inflammatory diseases, % and
based on our present demonstration of ALA-mediated inhibition
of TLR4 expression and subsequent decrease of IL-17A secre-
tion, we can suggest that n-3 PUFAs may play a role in allevi-
ating Th17-mediated inflammatory diseases, through inhibition
of TLR4 expression.

Finally, most of the studies which have demonstrated a fa-
vorable physiological effect of n-3 PUFAs on the metabolic syn-
drome, have used consumption of EPA or DHA containing FO,
but rarely vegetables containing ALA, due to ALA rapid oxida-
tion and low levels of conversion into EPA and DHA in human,
or animals.”) Nevertheless, Welch et al. have demonstrated that
ALA conversion into its end products is likely to be greater in
non-fish eaters than fish eaters.® This may account for the ben-
eficial effects of green vegetables supplementation that was ob-
served in vegetarian populations, as this resulted in increasing
the content of long-chain n-3 PUFAs in erythrocyte membranes,
and membrane protection from oxidative stress.”! Finally, and
in agreement of a beneficial effect of ALA on the metabolic syn-
drome, Ruzivocka et al, reported that adding EPA and DHA to an
ALA-based diet potentiated the anti-adipogeneic effects of ALA
and resulted in a more profound reduction of plasma triglyc-
erides, leptin, and insulin; whereas adding EPA and DHA to di-
ets rich in n-9 fatty acids or n-6 PUFAs was less efficient than
the ALA rich diet in reducing body weight increase, or epididy-
mal fat weight, respectively.’”] Of interest, we also observed a
potentiating effect on IL-17A secretion inhibition, when ALA
was added to EPA in our co-culture model (Figure 1C). There-
fore, from these studies, one can suggest that dietary ALA may
be efficient in reducing weight, and /or inflammation, when
used alone in non-fish eaters, or in conjunction with FO in fish
eaters.

5. Concluding Remarks

We report in the present study that the n-3 PUFA precursor
ALA, decreases adipocyte-mediated IL-17A production in hu-
man obese AT, through downregulation of ICAM-1, COX-2, and
TLR4 expressions. Owed to n-3 PUFAs well-known beneficial
effects on fat accumulation,®” and on Th17-mediated inflam-
matory diseases,”>?8 a dietary regimen containing ALA alone
in vegetarians, or in association with EPA and/DHA in fish
eaters could display beneficial effects in preventing the metabolic
syndrome.
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Article 3

Implication de ’albumine glyquée dans la polarisation des lymphocytes Th17
par les cellules souches adipocytaires.

Involvement of glycated albumin in adipose-derived-stem cell-mediated
interleukin 17 secreting T helper cell activation.
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Figure 24 : Voie de signalisation du récepteur RAGE.
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Role de I’albumine glyquée dans la pathogénése des CSA

L’une des caractéristiques communes aux différents types de diabéte (DT1 et DT2) est
I’hyperglycémie qui a pour conséquence la glycation et I’oxydation des protéines, aboutissant
a la formation « Advanced glycation end-product » (AGEs). Les AGEs sont formés suite aux
réactions non-enzymatiques de Maillard entre les sucres et certains acides aminés des protéines
(Rondeau et al., 2010). Leur role délétere dans de nombreuses pathologies a déja été démontré
notamment au cours du DT1 et DT2 (Stitt et al., 2002), de I’athérosclérose (Yamagishi and
Matsui, 2018) mais également dans des pathologies neurodégénératives comme la maladie
d’Alzheimer ou de Parkinson (Li et al., 2012). D’ailleurs, la mesure de I’hémoglobine glyquée
est un parametre de référence du suivi du diabete. (Lyons and Basu, 2012) car elle les
conséquences de I’hyperglycémie sur 3 mois. L’albumine est la protéine plasmatique la plus
abondante. De fait, comme les autres protéines du sang, telles que 1’hémoglobine, I’albumine
est glyquée, au cours du diabéte. D’ailleurs, le role de I’albumine glyquée comme potentiel
biomarqueur du diabéte est a 1’étude (Bhat et al., 2017). En effet, I’albumine glyquée a un cycle
de vie plus court que I’hémoglobine glyquée (2 a 4 semaines) ainsi sa mesure pourrait permettre
un diagnostic et un suivi plus précoce du diabete (Koga and Kasayama, 2010). Les effets
dé¢léteres des AGEs, notamment 1’induction de 1’inflammation, sont dues a la fixation des AGEs
sur leur récepteur, « receptor of advanced glycated end products » (RAGE). Le récepteur RAGE
est capable de lier également d’autres ligands comme ’HMGBI et la « S100 calcium-binding
protein B ». La fixation d’un ligand sur RAGE conduit notamment a I’activation de la voie des
MAP/ERK kinases aboutissant a la production de cytokines pro-inflammatoires (Figure 24).
Par ailleurs les AGE, et THMGBI sont également capables d’apporter le second signal de
danger nécessaire a I’activation de I’inflammasome et de la voie NF-kB. La voie AGE/RAGE
est notamment impliquée dans les vasculopathies ou les néphropathies liées au diabete. Ainsi,
I’utilisation d’anticorps bloquant le récepteur RAGE ou les AGEs, a démontré le role de cette
voie dans ces maladies en diminuant la perméabilité vasculaire et en atténuant les complications

rénales (Flyvbjerg et al., 2004; Wautier et al., 1996).

Les AGEs sont capables d’induire I’augmentation d’expression de RAGE sur des

lymphocytes T naifs et dans le méme temps de favoriser la polarisation de ces derniers en
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Th1/Th17 (Han et al., 2014). Aussi, les lymphocytes T qui expriment RAGE produisent plus
d’IL-17A que les lymphocytes RAGE- d’un méme sujet diabétique de type 1 (Akirav et al.,
2012). L’implication des lymphocytes Th17 et de I’'IL-17A/F dans la pathogenese du diabete
de type 1 a clairement été démontrée, en premier lieu, dans un modele murin de diabéte auto-
immun spontané. En effet, I’expression de I’'IL-17A/F a été corrélée a I’inflammation des ilots
de Langerhans (Martin-Orozco et al., 2009). De plus, 1’utilisation d’anticorps bloquant 1’IL-
17A a considérablement diminué le développement du diabete dans ce méme modele
(Emamaullee et al., 2009). La délétion du gene de I’IL-17A améliore le diabete induit par la
streptozotocine chez des souris, notamment en induisant la diminution de I’hyperglycémie et
de I’infiltration des lymphocytes T cytotoxiques dans le pancréas (Tong et al., 2015). Chez
I’Homme, les lymphocytes CD4+ du sang périphérique provenant d'enfants atteints de diabete
de type 1, produisent des niveaux plus élevés d'IL-17, d'IL-22 et une expression accrue des
genes RORC et FOXP3 en comparaison a ceux d'individus sains, lors de leur activation, mais
sans modification du profil des Thl. D’ailleurs les lymphocytes mémoire chez ces mémes
enfants, expriment également 1’IL-17, I’'IL-22 et FOXP3 suggérant que la voie de I’'IL-17 est

bien activée in vivo, chez les patients diabétiques (Reinert-Hartwall et al., 2015).

Par ailleurs il a été rapporté que 1’incubation de CSM humaines en présence d’AGEs
entraine une diminution de la prolifération des CSM, I’induction de I’apoptose et 1’inhibition
de la différenciation en adipocyte (Kume et al., 2005). Les AGEs induisent également une
diminution de la réponse a I’insuline des adipocytes via la génération de ROS (Unoki et al.,

2007).

Notre équipe a précédemment démontré le role des CSA issues de tissu adipeux
provenant de sujets obeses (et non de sujets minces), dans la polarisation des lymphocytes Th17
et dans I’altération du métabolisme via une diminution de la sensibilit¢ a I’insuline et de
I’adipogenese des CSA. Dans la présente étude, nous avons cherché a déterminer le rdle
potentiel de 1'axe AGE/RAGE sur la polarisation des lymphocytes Th17 médiée par les CSA
d’individus obeses ou minces. La voie AGE/RAGE est notamment impliquée dans les
vasculopathies ou les néphropathies liées au diabete. D’ailleurs, 1’utilisation d’anticorps
bloquant le récepteur RAGE ou les AGEs, démontre le rdle de cette voie en diminuant la
perméabilité vasculaire et en atténuant les complications rénales (Flyvbjerg et al., 2004;
Wautier et al., 1996). De plus, il a été démontré que lymphocytes T de patients diabétiques de

type 1 (DT1) expriment des niveaux élevés de RAGE intracellulaire en corrélation avec a une
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meilleure survie des lymphocytes T auto-immuns et a une libération de cytokines
inflammatoires (Durning et al., 2016). L'interaction AGE/RAGE est également connue pour
jouer un rdle dans la réponse immunitaire impliquant 1I’IL-17A, comme le montre
I’augmentation d'expression de RAGE induite par les AGE dans les lymphocytes des patients
DT1, entrainant une augmentation de la sécrétion d'IL-17A (Akirav et al., 2012). Nous avons
alors co-cultivé des CSA de sujets minces ou obéses avec des CMN, en présence d’albumine
glyquée et nous avons utilisé¢ un anticorps bloquant le récepteur des AGEs afin d’évaluer son

effet sur la polarisation des lymphocytes.

- L’albumine glyquée augmente faiblement la sécrétion d'IL-17A médiée par les
CSA obeses. Nous avons en premier lieu cherché a évaluer 1’effet de 1’albumine glyquée sur la
sécrétion d’IL-17A médié par les CSA obeses. Pour cela nous avons co-cultivé les cellules en
présence de 1% d’albumine ou de 1% d’albumine glyquée. La sécrétion d’IL-17A n’a que
faiblement augmenté en présence d’albumine glyquée. Néanmoins, la sécrétion de TNFa a
nettement augmenté, suggérant donc que ’activation de la voie Th17 médiée par les CSAob

était déja quasiment optimale.

- Les CSA de sujets minces induisent une sécrétion plus importante d’IL-17A, de
TNFao et d'IFNy par les lymphocytes, en présence d’albumine glyquée. De fagon a nous
placer dans des conditions suboptimale nous avons par la suite évalué 1’effet de 1’albumine
glyquée sur I’induction de la sécrétion de cytokines inflammatoire par les CSA de sujets minces.
L’incubation d’albumine glyquée en présence de CSA provenant de sujets minces induit une

augmentation de la sécrétion d’IL-17A, TNF-a et IFNy.

- L’albumine glyquée induit I’expression de RAGE et de HLA-DR dans les co-
cultures CSA-CMN. Etant donné que la glycation de I’albumine active la voie d’activation des
récepteurs RAGE, nous avons ensuite étudié si 1'expression de RAGE était augmentée au sein
des co-cultures conduisant a la production d'IL-17A. Nous avons observé que I'expression de
RAGE ¢était augmentée en présence d’albumine glyquée ainsi que celle du CMH de classe 11

(HLA-DR), signe d’inflammation.

- L’anticorps anti-RAGE inhibe spécifiquement la production d’IL-17A. Afin de
valider le role de la voie RAGE, nous avons ensuite utilisé un anticorps monoclonal dirigé
contre RAGE. Le blocage de I’interaction entre albumine glyquée et RAGE par des anticorps

neutralisants a permis d’inhiber I’expression de RAGE et du CMH de classe II. La sécrétion
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d’IL-17A a également été inhibée avec ces anticorps en parallele, et spécifiquement puisque la

sécrétion de TNF-a et d’IFNy n’a pas été impactée par la neutralisation de I’IL-17A.

Ainsi, en utilisant des CSAob co-cultivées avec des CMN et incubées avec de
I’albumine glyquée, nous avons observé une faible sécrétion d’IL-17A. A I’inverse, 1’utilisation
de CSA issues de sujets minces dans ce méme modele a permis d’induire une augmentation
significative de la sécrétion d’IL-17A. L’axe AGE/RAGE est impliqué dans les mécanismes
pro-inflammatoires conduisant a une inflammation chronique. RAGE est exprimé de maniere
constitutive par les lymphocytes T de patients diabétiques et est connu pour activer la voie
NFKB conduisant a la production de cytokines inflammatoires (Cohen et al., 2003). Nous avons
démontré ici que RAGE est également impliqué dans I'activation des cellules Th17, mais pas
dans l'activation des cellules Thl, puisque seule la sécrétion d'IL-17A a été inhibée par
I’anticorps bloquant RAGE. Un effet différentiel similaire de RAGE sur la production d'IL-17A
et de TNFa a également été observé dans le DT1. En effet, les lymphocytes T exprimant RAGE
expriment des niveaux plus élevés d'IL-17A mais pas de TNFa ni d'IFNy, par rapport aux
lymphocytes n’exprimant pas RAGE chez les mémes patients (Akirav et al., 2012). Confirmant
I'implication de RAGE dans l'activation des lymphocytes T médiée par les CSA, nous avons
observé une augmentation d’expression de RAGE, ainsi que 1'expression du CMH de classe 11
(HLA-DR) lorsque I’albumine glyquée a été ajouté aux co-cultures, et une abolition de cet effet
en présence de 1’anticorps bloquant RAGE ce qui a entrainé de fagon simultanée la sécrétion

d'IL-17A.

Il est intéressant de noter que les cytokines IL-17A/F ont été impliquées dans la
pathogénicité du DT1(Abdel-Moneim et al., 2018), notamment via leur localisation dans le tissu

adipeux péri-pancréatique (Shao et al., 2016).

En effet, la délétion de la Sentrin-specific protease 1 (SENP1), une protéase de type SUMO,
spécifiquement au niveau du tissu adipeux, a entrainé 1'activation de NFKB et la sécrétion de
cytokines/chimiokines pro-inflammatoires dans le tissu adipeux péri-pancréatique, conduisant
au recrutement de cellules immunitaires, notamment les cellules Th17 (Shao et al., 2016).
L’invalidation de SENP1 chez ces souris a en outre induit le développement d’un DT1 suite a
la mort des cellules 3 (L. Shao et al., 2015). De plus, renfor¢ant le réle potentiel du tissu adipeux
péri-pancréatique en tant que facteur pathogene conduisant au dysfonctionnement des cellules
B, il a été démontré que la graisse pancréatique est inversement associée a la sécrétion d'insuline

chez les personnes présentant une glycémie a jeun altérée et/ou une intolérance au glucose De
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plus, dans cette étude, le tissu adipeux péri-pancréatique s'est avéré étre un déterminant plus

important de 1'altération de la sécrétion d'insuline que la graisse viscérale (Heni et al., 2010).

En conclusion, nous avons montré ici que la présence d’albumine glyquée améliore la sécrétion
dTL-17A médiée par les CSA de sujets minces, grice a un mécanisme nécessitant la
signalisation via RAGE. Notre étude suggere donc un nouveau mécanisme par lequel les CSA
pourraient contribuer au DT1 via la production d'IL-17A médiée par les AGE au sein du tissu

adipeux péri-pancréatiques des individus minces.
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Abstract

BACKGROUND

Advanced glycation end products (AGE) are a marker of various diseases
including diabetes, in which they participate to vascular damages such as
retinopathy, nephropathy and coronaropathy. Besides those vascular
complications, AGE are involved in altered metabolism in many tissues, including
adipose tissue (AT) where they contribute to reduced glucose uptake and
attenuation of insulin sensitivity. AGE are known to contribute to type 1 diabetes
(T1D) through promotion of interleukin (IL)-17 secreting T helper (Th17) cells.

AIM

To investigate whether lean adipose-derived stem cells (ASC) could be able to
induce IL-17A secretion, with the help of AGE.

METHODS
As we have recently demonstrated that ASC are involved in Th17 cell promotion
when they are harvested from obese AT, we used the same co-culture model to
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measure the impact of glycated human serum albumin (G-HSA) on human lean
ASC interacting with blood mononuclear cells. IL-17A and pro-inflammatory
cytokine secretion were measured by ELISA. Receptor of AGE (RAGE) together
with intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), human leukocyte Antigen
(HLA)-DR, cluster of differentiation (CD) 41, and CD62P surface expressions were
measured by cytofluorometry. Anti-RAGE specific monoclonal antibody was
added to co-cultures in order to evaluate the role of RAGE in IL-17A production.

RESULTS

Results showed that whereas 1% G-HSA only weakly potentiated the production
of IL-17A by T cells interacting with ASC harvested from obese subjects, it
markedly increased IL-17A, but also interferon gamma and tumor necrosis factor
alpha production in the presence of ASC harvested from lean individuals. This
was associated with increased expression of RAGE and HLA-DR molecule by co-
cultured cells. Moreover, RAGE blockade experiments demonstrated RAGE
specific involvement in lean ASC-mediated Th-17 cell activation. Finally, platelet
aggregation and ICAM-1, which are known to be induced by AGE, were not
involved in these processes.

CONCLUSION

Thus, our results demonstrated that G-HSA potentiated lean ASC-mediated IL-
17A production in AT, suggesting a new mechanism by which AGE could
contribute to T1D pathophysiology.

Key words: Interleukin 17 secreting T helper cells; Lean adipose tissue; Type 1 diabetes;
Advanced glycation end products; Adipose-derived stem cells

©The Author(s) 2020. Published by Baishideng Publishing Group Inc. All rights reserved.

Core tip: Using a coculture model with human lean adipose-derived stem cells (ASC) and
mononuclear cells, we have shown in this study that glycated human serum albumin (G-
HSA) enhances lean ASC-mediated interleukin (IL)-17A, interferon gamma and tumor
necrosis factor alpha secretion. This effect involved the advanced glycated end products
(AGE)/Receptor of advanced glycated end products (RAGE) axis as assessed by anti-
RAGE blocking antibodies and was associated with increased expression of RAGE and
human leukocyte antigen-DR molecules. Thus, our results demonstrated that G-HSA
potentiated lean ASC-mediated IL-17A production in adipose tissues, suggesting a new
mechanism by which AGE could contribute to type 1 diabetes pathophysiology.

Citation: Pestel J, Robert M, Corbin S, Vidal H, Eljaafari A. Involvement of glycated albumin in
adipose-derived-stem cell-mediated interleukin 17 secreting T helper cell activation. World J
Stem Cells 2020; 12(7): 621-632

URL: https://www.wjgnet.com/1948-0210/full/v12/i7/621.htm

DOI: https://dx.doi.org/10.4252/wjsc.v12.i7.621

INTRODUCTION

Glycated proteins result from non-enzymatic Maillard reactions between sugars and
amine residues, mostly lysine and arginine!". While in the healthy body all proteins
can be modified by non-enzymatic glycation reactions, advanced glycation end
products (AGE) are known to exert deleterious effects on human health when they are
too abundant, as observed in diabetes, arteriosclerosis, renal failure and also in
Alzheimer, and Parkinson diseases”. Although glycated haemoglobin is a major
biomarker for diabetes mellitus diagnosis”, the role of glycated albumin as a potential
diagnostic marker” is currently under investigation, due to the higher levels of
albumin in blood, its shorter life, and its independence from haemolytic processes!™.
In addition to modifications of protein structure and function, AGE pathogenic effects
mostly result from binding and activation of specific receptors, named receptor of
advanced glycated end products (RAGE)'"'). Those receptors belong to the
immunoglobulin superfamily of transmembrane proteins!'”. Besides AGE, RAGE can
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bind a variety of molecules, such as the high mobility group box-1, the f-amyloid
peptide and the S100/ calgranulin!”l. Interaction of RAGE ligands with RAGE, initiate
a cascade of signalization leading to activation of p21%, p44/p42 mitogen-activated
protein kinases and nuclear factor-kappa B (NFKB), which generally results in the
synthesis of proinflammatory cytokines!*'’l. The implication of AGE/RAGE in
diabetes pathophysiology has been demonstrated using RAGE blockade experiments
able to inhibit diabetes dysfunctions in vessels or in organs, while AGE injection in
mice provoked such dysfunctions!”*’.

T-lymphocytes play an important role in diabetes, either through activation of auto-
immune cells directed against beta-pancreatic cells in the case of type 1 diabetes (T1D),
or through infiltration of tissues or organs such as adipose tissue (AT) in type 2
diabetes (T2D). In T1D, contribution of AGE/RAGE to diabetes evolution has been
clearly demonstrated. For example, RAGE blockade experiments prevented diabetes
transfer with diabetogenic T cells in non-obese diabetic/severe combined immuno-
deficiency mice”. Moreover, T cells from T1D patients or from at risk diabetes
relatives, have been shown to express elevated levels of intra-cellular RAGE associated
with increased T cell survival and inflammatory cytokine release”l. AGE/RAGE
interaction is also known to play a role in interleukin (IL)-17 immune responses as
shown by AGE-mediated up-regulation of RAGE expression in T cells of T1D patients,
which resulted in increased IL-17A secretion!”.

The interleukin 17 secreting T helper (Th17) cell subset has been recently discovered
as a T-cell inflammatory lineage that mainly secretes IL-17A and IL-17F cytokine
whose receptors are ubiquitously expressed?]. Those receptors are able to spread
inflammation due to their ability to activate secretion of pro-inflammatory cytokines
and metalloproteinases following IL-17A binding™.

We have recently implicated adipose-derived-stem cells (ASC) and adipocytes (AD)
in the promotion of Th17 cells through cell-to-cell contact-dependent interactions with
blood mononuclear cells (MNC)®*!. This function was likely to be mostly displayed
by ASC obtained from obese rather than from lean individuals and resulted in
inhibiting adipogenesis and insulin response of obese ASC and AD, respectively. In
the present study, we aimed to determine the potential role of the AGE/RAGE axis on
ASC-mediated Th17 promotion in lean individuals. Therefore, we investigated herein
whether glycated albumin would induce IL-17A secretion by T cells, and whether anti-
RAGE monoclonal antibody (mAb) would prevent this activation. To this purpose, we
co-cultured lean ASC with MNC and treated them with glycated human serum
albumin (G-HSA). We observed that G-HSA increased IL-17A secretion but also,
Interferon gamma (IFNy), and Tumor necrosis factor alpha (TNFa) secretion and that
anti-RAGE mADb specifically inhibited IL-17A secretion.

MATERIALS AND METHODS

Isolation and expansion of ASC

Subcutaneous or visceral AT samples were isolated from residues of bariatric surgery
of obese subjects (body mass index > 30 kg/m?), or visceral surgery of lean controls
with the informed consent of patients. AT samples (50-100 mg) were fragmented and
incubated in 2 g/L of collagenase type Ia solution (Sigma Aldrich, C2674) dissolved in
Dulbecco’s modified eagles medium:Ham F12 (DMEM:F-12) medium (1:1 mL/L)
(Invitrogen) for 40 min at 37 °C by mixing. Collagenase action was quenched by the
addition of 1:1 mL/L of DMEM:F-12 medium supplemented with 10% heat inactivated
fetal calf serum (FCS). The released stromal vascular fraction (SVF) was recovered by
centrifugation (800 g for 7 min at 25 °C). Residual red blood cells were lysed by
hypotonic shock and the ASC component of SVF was selectively expanded in culture
medium composed of DMEM:F-12 supplemented with 10% FCS, 2 mmol/L L-
glutamine and 100 U/mL penicillin-streptomycin. Half of the culture medium was
changed every two to 3 d. ASC were amplified by several passages in culture (3 to 4)
and directly used for experiments or stored in liquid nitrogen. The multipotent
phenotype of ASC was validated by differentiating ASC into AD or osteoblasts,
depending on the differentiation medium used, as previously reported”. ASC
phenotype was assessed by staining with fluorescein isothiocyanate (FITC)-
conjugated, phycoerythrin (PE)-conjugated, allophycocyanin (APC)-conjugated mouse
anti-human cell surface markers (from ImmunoTools GmbH, Friesoythe, Germany) as
recommended by the International Society for Cellular Therapy®, and revealed a
cluster of differentiation (CD) 90+, CD105+, CD73+, and CD45- pattern (Supplement
Figure 1).
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Isolation of blood MNC

Blood samples were obtained through the Blood Bank Center of Lyon (France),
following institutionally approved guidelines. MNC were harvested from healthy
human peripheral blood by density gradient centrifugation (Ficoll-Histopaque Sigma-
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). MNC were stored in liquid nitrogen prior to
use.

Co-culture assays and blockade experiments

ASC were harvested and seeded in 96-well plates (20000 cells/well) for 18-24 h in 200
pL of basal culture medium (DMEM:F-12 medium, 1:1 mL/L supplemented with 10%
FCS). 100000 MNC were co-seeded for 48 h in the presence or absence of
phytohaemagglutinin (PHA), 5 pg/mL (Sigma-Aldrich). Different ratios of ASC:MNC
were used, as indicated in figure legends. Cells were incubated in Roswell Park
Memorial Institute medium 1640 supplemented with either 1% human serum albumin
(HSA) or 1% G-HSA, both from Sigma Aldrich (Saint Quentin-Fallavier, France).
Supernatant was harvested after 48 h, and frozen. In blockade experiments anti-RAGE
monoclonal antibody (RetD Systems, Lille, France) was added at 20 pg/mL during the
whole period of culture.

Flow cytometry

FITC, PE, or APC conjugated mouse anti-human CD73, CD90, CD105, CD3, CD41
CD62P, human leukocyte antigen (HLA)-DR, intercellular adhesion molecule 1
(ICAM-1), CD8 (all from Immunotools) were used to label the various cells tested.
Analyses were performed using the “LSR II 3 lasers” cytofluorometer and the Diva
software (both were from BD Biosciences).

Cytokine secretion
IL-17A, IL-1p, IL-6 and TNFa secretions were measured by ELISA, using the
corresponding antibodies (e-Biosciences, Paris, France).

Statistical analysis

One- or two-way repeated measures ANOVA, were used to compare multiple criteria.
When some values were missing, mixed effects analyses were used. When the
ANOVA or mixed effects analyses were significant, Bonferroni post hoc tests were
used to do two-by-two analyses, taking into account the multiple comparisons. Paired
t tests were used to compare two criteria, in univariate analysis. Differences were
considered as statistically significant when P value was < 0.05. The analyses were done
using Graphpad Prism 8 software.

RESULTS

G-HSA only weakly increases the levels of IL-17A promoted by obese ASC

We have previously reported that obese ASC activate IL-17A production by T cells in
the presence of PHA. To investigate whether glycated albumin would increase the
levels of IL-17A, we co-cultured the cells either in the presence of 1% HSA, or 1% G-
HSA. Graded concentrations of ASC were co-cultured with the optimal concentration
of MNC and activated with PHA. Although IL-17A secretion weakly increased, the
two-way ANOVA multi-comparison tests did not show significant results whether
HSA or G-HSA were added to cultures. But TNFa clearly increased (P = 0.0165 in two-
way ANOVA). Thus, these results demonstrated a weak, but non-significant effect of
G-HSA on Th17 stimulation by obese ASC, but an increase in TNFa production.

Lean ASC mediate higher levels of IL-17A, TNFa, and IFNy secretion by T cells, in
the presence of G-HSA

Because we have previously reported that lean ASC mediate IL-17A production at
much lower levels than obese ASC, we investigated whether AGE could increase this
production. Therefore, we co-cultured lean ASC with MNC in the presence of HSA, or
G-HSA, and activated the co-cultures with PHA. Secretion of IL-17A was measured
and showed a significant increase in the presence of G-HSA (P = 0.0196 in post-hoc
Bonferroni tests). Interestingly, T helper 1 cytokines were also increased in the
presence of G-HSA such as IFNy (P = 0.0065 in Bonferroni post-hoc tests), and TNFa (
P =0.0037 in Bonferroni post-hoc tests). However, IL-6 and IL-1p, which are mostly
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secreted by ASC and monocytes in this model, did not show significant differences in
post-hoc Bonferroni tests, even though mixed effect analyses showed significancy,
suggesting a specific effect of G-HSA on T cells.

G-HSA increases RAGE and HLA-DR expression in ASC/MNC co-cultured cells

We then investigated whether RAGE expression would be increased in the co-cultures
of lean ASC and T cells leading to IL-17A production. We observed that the expression
of RAGE was clearly increased when G-HSA was present. Moreover, HLA-DR
expression was upregulated together with RAGE expression, in the presence of G-
HSA.

Previous reports have demonstrated that glycated albumin induces platelet
aggregation and activation”*]. Therefore, we measured the expression of CD62P and
CD41 surface molecules, which are markers of platelet activation and aggregation,
respectively, in experiments where T cells were either cultured alone, or co-cultured
with ASC, in the presence of PHA and G-HSA, or HSA. Whereas markers of platelet
aggregation and activation increased in activated ASC/MNC co-cultures, no
difference was observed whether G-HSA or HSA was present. ICAM-1 expression,
which has also been shown to increase in endothelial cells under the influence of
RAGE activation™ and in co-cultures of obese ASC with T cells”, did not increase in
the presence of G-HSA.

Therefore, these results suggested a specific effect of G-HSA on RAGE and HLA-DR
expression in co-cultured cells.

Anti-RAGE mAb inhibits RAGE and HLA-DR expression in co-cultured cells

To better define the effects of G-HSA on RAGE and HLA-DR expression, we then
added anti-RAGE mAb during co-cultures of lean ASC with MNC for 48 h, and
measured the expression of RAGE, HLA-DR, CD41, CD62P and ICAM-1. As expected,
RAGE expression decreased. Among the other molecules that were analyzed, only
HLA-DR expression decreased down to the levels of cells co-cultured in the presence
of HSA.

Specific inhibitory effects of anti-RAGE mAb on ASC-mediated IL-17A production
Because the anti-RAGE antibody was able to inhibit RAGE and HLA-DR expression,
we then investigated whether anti-RAGE mAb could inhibit IL-17A production.
Therefore, co-cultures of PHA-activated ASC/MNC cells were performed in the
presence or absence of anti-RAGE mADb. Results showed that IL-17A secretion
significantly decreased in the presence of anti-RAGE mAb (P = 0.0402 in paired t tests),
but not IFNy, nor TNFa, although a trend was observed for the latter. Therefore, our
results suggested that RAGE might be specifically implicated in lean ASC-mediated
IL-17A production, but not in IFNy or TNFa secretion.

DISCUSSION
IL-17A/F are pro-inflammatory cytokines known to play an important role in AT-low
grade inflammation in obese individuals, possibly leading to T2D****l, Interestingly,

IL-17A/F cytokines have also been involved in the pathogenicity of TID, notably
through their peri-pancreatic fat location™*. Indeed, deletion of sentrin-specific
protease 1 (SENP1), a SUMO-specific protease in AT, resulted in activating NFKB and
pro-inflammatory cytokine/chemokine secretion in peri-pancreatic AT, ultimately
leading to the recruitment of immune cells, including Th17 cellsl. Subsequent to
induced beta cell death and pancreatic disruption, spontaneous development of T1D
was further observed in these SENP1-invalidated micel”. Strengthening the potential
role of pancreatic fat as a pathogenic factor leading to beta cell dysfunction is the
demonstration that pancreatic fat has been negatively associated with insulin secretion
in individuals with impaired fasting glucose and/or impaired glucose tolerance!*’.
Moreover in this study, pancreatic fat was found to be a stronger determinant of
impaired insulin secretion than visceral fat!!. In the present study, we investigated
whether AGE could be involved in the dysfunction of lean AT, through increase of IL-
17A production by T cells interacting with adipocyte progenitors. To address this
question, we used the co-culture model that we have previously reported to lead to
Th17 cell activation by ASC™], and added low concentrations of HSA or G-HSA. When
using obese ASC, we observed only a weak, but not significant effect of G-HSA on
increased IL-17A production, suggesting other mechanisms than AGE in obese-ASC-
mediated IL-17A secretion (Figure 1). However, when lean ASC/MNC co-cultures
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Figure 1 Glycated human serum albumin increases the levels of interleukin 17A promoted by obese adipose-derived stem cells, at
suboptimal conditions. Graded concentrations of obese adipose-derived stem cells (ASC) were co-cultured in the presence of mononuclear cells (MNC) at
different ratios of 1:5, 1:10, 1:20, or 1:100, with 20000 ASC for 100000 MNC. Co-cultures were activated by phytohemagglutinin A (5 pg/mL) for 48 h in the presence
of 1% human serum albumin or 1% glycated human serum albumin. ELISA were performed to measure interleukin-17A production and tumor necrosis factor alpha.
Bars represent the mean + SE of 4 independent experiments performed in triplicates. The P value shown in the figure corresponds to ANOVA multivariate analysis
results, and °P < 0.05, as obtained by Bonferroni post-hoc tests. ASC: Adipose-derived stem cells; MNC: Mononuclear cells; PHA: Phytohemagglutinin A; HSA:
Human serum albumin; G-HSA: Glycated human serum albumin; IL: Interleukin; TNF-a: Tumor necrosis factor alpha.
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were incubated in the presence of 1% G-HSA, a significant increase of IL-17A
production was observed, together with increased IFNy and TNFa production. This
increase was probably related to specific activation of T cells by G-HSA, as neither IL-
1P nor IL-6 significantly increase (Figure 2).

RAGE is one of the AGE receptors and has been widely implicated in most of the
pro-inflammatory mechanisms mediated by AGE and leading to chronic inflammation
disorders. They are constitutively expressed in T cells from diabetic patients, and are
known to activate the NFKB pathway leading to inflammatory cytokine production*l.
However, not all T cells are regulated by RAGE, as shown by Chen et al® who
demonstrated a differential effect of RAGE blockade on splenic T cells but not on fully
activated T cells in a transfer model of diabetes. Supporting these results, we also
demonstrated herein that RAGE was involved in Th17 cell, but not Th1 cell activation,
since only IL-17A secretion was inhibited by anti-RAGE mAb (Figure 5). A similar
differential effect of RAGE on IL-17A and TNFa production was also observed in T1D,
where RAGE positive T cells were found to express higher levels of IL-17A but not
TNFa nor IFNYy, as compared with RAGE negative cells in the same patients. This
demonstrated thus a potentiating effect of RAGE signaling pathway on IL-17A
production™. Confirming the implication of RAGE in ASC-mediated T cell activation,
we observed increased RAGE expression, together with HLA-DR expression when G-
HSA was added to the co-cultures, and an abolition of this effect in the presence of
RAGE mADb which concomitantly resulted in inhibition of IL-17A production (Figures
4 and 5). Finally, although glycated albumin has been shown to increase platelet
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Figure 2 Lean adipose-derived stem cells increase the levels of interleukin 17A, tumor necrosis factor alpha, and interferon gamma
secretion by mononuclear cells, in the presence of glycated human serum albumin. Lean adipose-derived stem cells (ASC) were co-cultured with
mononuclear cells (MNC) at the 1:5 ASC to MNC cell ratio, in the presence of 1% glycated human serum albumin or human serum albumin (HSA) for 48 h,
phytohemagglutinin A (PHA) was added or not at 5 pg/mL. As control, MNC were cultured alone in the presence of PHA or not, and HSA. ELISA were performed to
measure interleukin (IL)-17A, IL-1B, IL-6, interferon gamma, and tumor necrosis factor alpha production. Bars represent the mean + SE of 5 independent experiments
performed in triplicates. The P values shown in the figure correspond to ANOVA multivariate results and 2P < 0.05, °P < 0.01, respectively as obtained by Bonferroni
post-hoc tests. ASC: Adipose-derived stem cells; MNC: Mononuclear cells; G-HSA: Glycated human serum albumin; HSA: Human serum albumin; PHA:
Phytohemagglutinin A; IL: Interleukin; IFNy: Interferon gamma; TNFa: Tumor necrosis factor alpha.
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28,29]

aggregation”],we did not find its involvement in AGE-mediated activation of T cell
secretion. Indeed, up-regulation of CD41 and CD62P expression, two markers of
platelet aggregation and activation respectively, did not further increase in the
presence of G-HSA (Figure 3). Moreover, RAGE mAb did not inhibit the expression of
these two markers, either (Figure 4). ICAM-1 expression, which has been shown to be
up-regulated by AGE in other cell models!", did not increase in the presence of AGE,
and was not inhibited by RAGE mAb (Figures 3 and 4). Therefore, we concluded that
in our model platelet aggregation and ICAM-1 were not involved in the potentiation of
Th17 cytokines production by G-HSA.

In conclusion, we have shown herein that the presence of G-HSA enhances lean
ASC-mediated IL-17A production through a mechanism requiring RAGE signaling.
Moreover, our study suggests a new mechanism by which ASC could contribute to
inflammatory processes through AGE-mediated IL-17A production in AT of lean
individuals. This could be potentially of importance in the context of T1D
pathophysiology.
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Figure 3 Glycated human serum albumin increases receptor for advanced glycated end products and human leukocyte antigen-DR
expression in adipose-derived stem cell / mononuclear cell co-cultures. Lean adipose-derived stem cells (ASC) were co-cultured with mononuclear
cells (MNC) at the 1:5 ASC to MNC cell ratio, in the presence of 1% glycated human serum albumin or human serum albumin (HSA) for 48 h, phytohemagglutinin A
(PHA) was added or not. As control MNC were cultured alone in the presence or not of PHA, and HSA. Human leukocyte antigen-DR, receptor for advanced glycated
end products, cluster of differentiation (CD) 41, CD62P, and intercellular adhesion molecule 1 were stained with fluorescent-conjugated antibodies, and analyzed by
cytofluorometry, using the DIVA software. This experiment is representative of two experiments performed, with two different ASC. ASC: Adipose-derived stem cells;
MNC: Mononuclear cells; G-HSA Glycated human serum albumin; HSA: Human serum albumin; PHA: Phytohemagglutinin A; HLA: Human leukocyte antigen; RAGE:
Receptor for advanced glycated end products; CD: Cluster of differentiation; ICAM-1: Intercellular adhesion molecule 1; FITC: Fluorescein isothiocyanate; PE:
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Figure 4 Anti- receptor for advanced glycated end products monoclonal antibody inhibits receptor for advanced glycated end products

and human leukocyte antigen-DR expression. Lean adipose-derived stem cells (ASC) were co-cultured with mononuclear cells (MNC) at the 1:5 ASC to
MNC cell ratio, in the presence of 1% glycated human serum albumin for 48 h, phytohemagglutinin A was added at 5 pg/mL. Anti-receptor for advanced glycated end
products (RAGE) monoclonal antibody was added at a concentration of 20 pg/mL. cluster of differentiation (CD) 41, CD62P, intercellular adhesion molecule 1, human
leukocyte antigen-DR, and RAGE expression were stained with fluorescent-conjugated antibodies and analyzed by cytofluorometry, using the DIVA software. This
experiment is representative of two experiments performed with two different ASC. ASC: Adipose-derived stem cells; MNC: Mononuclear cells; G-HSA: Glycated
human serum albumin; PHA: Phytohemagglutinin A; RAGE: Receptor for advanced glycated end products; mAb: Monoclonal antibody; CD: Cluster of differentiation;
ICAM-1: Intercellular adhesion molecule 1; HLA: Human leukocyte antigen; FITC: Fluorescein isothiocyanate; PE: Phycoerythrin; APC: Allophycocyanin.
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Figure 5 Inhibitory effects of anti-receptor for advanced glycated end products monoclonal antibody on interleukin 17A production. Lean
adipose-derived stem cells (ASC) were co-cultured with mononuclear cells (MNC) at the 1:5 ASC to MNC cell ratio, in the presence of 1% glycated human serum
albumin for 48 h, phytohemagglutinin A was added. Anti-receptor for advanced glycated end products monoclonal antibody was added at a concentration of 20
ug/mL. ELISA were performed to measure interleukin (IL)-17A, interferon gamma, tumor necrosis factor alpha and IL-6 secretion. Bars represent the mean + SE of 5
independent experiments performed in triplicates. 2P < 0.05, as obtained by paired t tests. ASC: Adipose-derived stem cells; MNC: Mononuclear cells; G-HSA:
Glycated human serum albumin; PHA: Phytohemagglutinin A; RAGE: Receptor for advanced glycated end products; mAb: Monoclonal antibody; IL: Interleukin; IFNy:
Interferon gamma; TNFa: Tumor necrosis factor alpha.
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ARTICLE HIGHLIGHTS

Research background

Advanced glycation end products (AGE) are involved in type 1 diabetes (T1D)
through reduction of glucose uptake and attenuation of insulin sensitivity. Moreover,
AGE are known to promote interleukin (IL)-17A secreting T cells.

Research motivation

Adipose Tissue (AT), and especially pancreatic AT is a pathogenic factor leading to
beta cell destruction partly due to IL-17A secreting T helper (Th17) cell recruitment; IL-
17A/F are pro-inflammatory cytokines known to play an important role in AT-low
grade inflammation and propagation of inflammation outside AT.

Research objectives

We have previously shown that adipose-derived stem cells (ASC) promote Th17 cells
in obese AT, but not or less in lean AT. Here, we investigated whether AGE could
improve lean ASC ability to promote IL-17A production by T cells.

Research methods

With this aim, we cocultured ASC from lean AT with mononuclear cells in the
presence of glycated human serum albumin (G-HSA) or human serum albumin. We
then analyzed the influence of AGE by blocking their ability to bind to receptor of
advanced glycated end products (RAGE). IL-17A and other pro-inflammatory
cytokine secretions were measured, together with surface expression of RAGE, and
other relevant molecules.

Research results

We have demonstrated herein that G-HSA enhances IL-17A, interferon gamma and
tumor necrosis factor alpha secretion by MNC in the presence of ASC harvested from
lean individuals. This effect involves the RAGE/AGE axis as assessed by anti-RAGE
blocking monoclonal antibodies (mAb) and is associated with increased expression of
RAGE and human leukocyte antigen-DR molecules.
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Research conclusions

Thus, our results demonstrate that G-HSA is able to improve lean ASC-mediated IL-
17A production in AT, suggesting a new mechanism by which AGE could contribute
to T1D pathophysiology.

Research perspectives

Here we propose a mechanism by which AT can lead to the recruitment of Th17 cells
in lean individuals through activation of the AGE/RAGE axis. Because pancreatic fat
has been involved in the pathogenicity of T1D, this model deserves to be validated in
animal studies, in order to evaluate the efficacy of RAGE blocking mAb as a
therapeutic tool.
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Article 4

Les cellules souches adipocytaires induisent une surexpression de PD-L1
dans le tissu adipeux blanc des sujets obeses, aboutissant a la dysfonction des
lymphocytes T.

Adipose-Tissue-Derived Mesenchymal Stem Cells Mediate PD-L1
Overexpression in the White Adipose Tissue of Obese Individuals,
Resulting in T Cell Dysfunction.

Assia Eljaafari, Julien Pestel, Brigitte Le Magueresse-Battistoni, Stephanie Chanon, Julia
Watson, Maud Robert, Emmanuel Disse, Hubert Vidal.
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Role des points de controle immuns dans
P’inflammation médiée par les CSA du tissu adipeux

obese

Role des points de contrdle immuns

Les lymphocytes T du systeme immunitaire adaptatif tout comme les cellules NK, sont
capables de reconnaitre et de détruire les cellules présentant un antigéne microbien ou tumoral.
Pour ce qui concerne les lymphocytes T, la détection de ces cellules fait suite a 1’interaction du
TCR, présent sur les lymphocytes T, avec le couple CMH-peptide présent sur les cellules
présentatrices ou tumorales. Cependant, I’activation d’un lymphocyte T nécessite également un
signal de co-stimulation. Il existe également des signaux inhibiteurs dont les points de contrdles
immuns. Ces différents signaux permettent de réguler cette réponse immunitaire et de protéger
I’organisme contre 1’activation de lymphocytes T auto-réactifs, pour limiter les dommages
tissulaires et maintenir la tolérance vis-a-vis du soi. Cependant les points de contr6les immuns
induits dans des situations aigues diminuent rapidement, alors qu’ils restent présents dans des

situations d’infection chroniques ou tumorales.

Parmi les différents points de contrfles immuns, la voie PD-1/PD-L1 est la plus
puissante, du fait de son implication dans de nombreux types de tumeurs. La « Programmed
cell death protein 1» (PD-1 ou PDCD1) est exprimée a la surface des lymphocytes T (Ishida et
al., 1992). PD-1 se lie au « Programmed death-ligand 1 ou 2 » (PD-L1/PDL2), PD-L1 et PD-
L2 correspondent au CD274 et CD273, respectivement. PD-L2 est exprimé par les
macrophages, les DC et les mastocytes. PD-L1 quant a lui, est exprimé en condition
inflammatoire par les cellules issues de la lignée lymphoide, les macrophages, les DC, les
mastocytes mais également par des cellules non hématopoiétiques telles que les cellules
endothéliales, les cellules épithéliales et les cellules cancéreuses (Nirschl and Drake, 2013).
L’interaction entre PD-1 et PD-L1 peut induire plusieurs dysfonctionnements des lymphocytes
T : une anergie, une inhibition de leur prolifération, de leur survie, de leur production

cytokinique et/ou de leur fonction cytotoxique (pour les CD8+ et NK). Par exemple, dans le cas
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de certaines tumeurs, les cellules cancéreuses exprimant PD-L1 induisent une inhibition de
I’activation des lymphocytes T. Ceci aboutit a 1’anergie des lymphocytes T et a la survie des
cellules cancéreuses. Le systéeme immunitaire n’est alors plus capable de détecter ces cellules
comme des cellules aberrantes (Chen and Han, 2015). En 2018, le succes de I’immunothérapie
dirigée contre les points de controles immuns exprimés notamment par les cellules cancéreuses,
a permis a ses découvreurs, James Allison et Tasuku Honjo, d’obtenir le prix Nobel de
médecine. Actuellement, plus de 2000 essais cliniques utilisent I’immunothérapie contre les
cancers, notamment les mélanomes (Carlino et al., 2021), les carcinomes rénaux (Canales
Rojas, 2021), les lymphomes Hodgkinien ou encore les cancers de la vessie (Roviello et al.,
2021). De plus au cours des infections virales aigués, il a été démontré que PD-1 est exprimé
de maniere transitoire afin de réguler les fonctions des cellules T (Barber et al., 2006).
Cependant, lors de l'infection chronique par le LCMV ou le VIH, il a été démontré que des
niveaux élevés de PD-1 se maintenaient dans le temps et contribuaient a I'épuisement des
cellules T et a I’'immunodépression (Saeidi et al., 2018). A I’inverse, la délétion génique de PD-
1 chez des souris aboutit au développement de maladies auto-immunes telles que le lupus
(Nishimura et al., 1999), ou le diabete de type I (Wang et al., 2005). L’engagement de PD-1 et
PD-L1 induit également une modification du métabolisme des lymphocytes, avec une
diminution de I’activité¢ glycolytique aérobie diminuant la polarisation et les fonctions
effectrices des Th1 et Th17 (Chang et al., 2013), vers I’utilisation de la f-oxydation qui favorise
les Tregs (Patsoukis et al., 2015).

La « cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 » (CTLA-4) est capable de se lier aux
molécules de co-stimulation CD80 et 86 ou B7-1/B7-2. Elle constitue un second point de
contrdle immun majeur. CTLA-4 une fois li€ée aux molécules CD80 et CD86 induit un blocage
du signal de co-stimulation qui a normalement lieu entre CD80/86 et CD28. CTLA-4 possede
un rdle majeur dans la tolérance au soi, puisque la délétion génique de CTLA-4 chez des souris
induit le développement rapide, entre 2 a 4 semaines apres la naissance, d’une maladie
inflammatoire multi-organes (Tivol et al., 1995; Waterhouse et al., 1995). De méme chez
I’Homme, les individus hétérozygotes pour CTLA-4 présentent une hyperactivation des
lymphocytes T, une infiltration lymphocytaire importante dans les tissus et organes et une forte
augmentation de lymphocyte B autoréactifs (Kuehn et al., 2014). CTLA4 est exprimée par les
lymphocytes T CD4+ et CD8+ apres activation, néanmoins elle est exprimée de facon

constitutive par les lymphocytes Tregs (Takahashi et al., 2000). Elle a également été décrite
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Figure 25 : Actions inhibitrices des checkpoints CTLA-4
et PD-1/PD-L1.
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comme exprimée par les lymphocytes B (Pioli et al., 2000), les DC, les monocytes (Wang et
al., 2002), les granulocytes, ou encore les fibroblastes placentaires (Kaufman et al., 1999).
L’activation de CTLA4 inhibe la prolifération, la progression du cycle cellulaire et la sécrétion
d’IL-2 par les lymphocytes T (Walunas et al., 1996, 1994). De plus, I’utilisation d’anticorps
bloquant ou de modeles de souris délétées en CTLA4 a permis de montrer une augmentation
de la polarisation des lymphocytes T naifs vers des lymphocytes Th2 ou Th17 (Bour-Jordan et
al., 2003; Ying et al., 2010). La liaison de CD80/86 sur CTLA4 induit au niveau de la cellule
exprimant CTLA-4, le recrutement de la sérine/thréonine phosphatase 2 (PP2A) inhibant
I’activation de la voie de signalisation du TCR (Schildberg et al., 2016). En effet, cette derniere
nécessite une cascade de phosphorylations de la PI3K et de I’ Akt pour induire une production
de cytokines, puis la prolifération et la survie cellulaire. Contrairement a la voie de signalisation
PD-1/PD-L1 qui induit également le recrutement de phosphatases, les SHP2/1 inhibant
I’activité PI3K ainsi que la signalisation Ras-MEK-ERK, CTLA-4 n’inhibe pas la signalisation
Ras-MEK-ERK (Figure 25).

Implications des points de controles immuns au cours de 1’obésité

Comme nous I’avons vu, I’obésité est donc associée au développement d’une
inflammation chronique de bas grade au sein du tissu adipeux, sang et organes périphériques.
Néanmoins, un dysfonctionnement du systeme immunitaire a également été décrit. En effet, les
patients atteints d’obésité présentent des taux d’infection plus importants, une cicatrisation
retardée et une diminution de la réponse vaccinale (Marti et al., 2001). Cela peut étre li¢ a
différents mécanismes comme 1’altération de 1’architecture, de la fonction thymique et des
organes lymphoides aboutissant 2 une diminution de la production de lymphocytes T naifs et
une diminution du nombre de lymphocytes T (Weitman et al., 2013).Une diminution du nombre
de lymphocytes T mémoires est également observée au cours de I’obésité ainsi qu’une altération
des réponses immunitaires notamment liée a une diminution des fonctions cytotoxique. Cette
diminution de la fonction cytotoxique s’explique notamment par la réduction de la fréquence

des lymphocytes T CD8+ et NK (Karlsson et al., 2010; Mori et al., 2006).

De plus, il a récemment été mis en évidence un épuisement des lymphocytes T
périphériques chez la souris et chez ’Homme au cours de I’obésité, di notamment a une

augmentation de I’expression de PD-1 par les lymphocytes T du sang. Ceci a été démontré chez
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des patients atteints de cancer en état d’obésité. (Z. Wang et al., 2019). Néanmoins, le role de
PD-1 dans le tissu adipeux au cours de I’obésité n’est pas encore clairement établi car
contradictoire selon les études. Aussi, PD-1 participe a I’inhibition de la prolifération des
lymphocytes innés de type 2 (ILC2). Les ILC2 participent au maintien de I’homéostasie du tissu
adipeux en promouvant la polarisation des lymphocytes Th2 et des macrophages M2. Or, il a
été mis en évidence que la voie PD-1/PD-L1 participe a I’inhibition du nombre d’ILC2 au cours
de I’obésité. Les auteurs ont mis en évidence que TNFa exprimé par le tissu adipeux induit la
sécrétion d’IL-33 par les pré-adipocytes du tissu adipeux ce qui induit I’expression de PD-1 par
les ILC2 qui a son tour va inhiber les inhiber. Le TNFa participe également a I’activation des
macrophages M1 qui expriment fortement PD-L1. En inhibant la prolifération des ILC2, PD-
1/PD-L1 participe a la dérégulation de ’homéostasie du tissu adipeux (Oldenhove et al., 2018).
Dans une autre étude, les auteurs ont utilisé un modele de souris délétées du gene de PD-L1
spécifiquement dans le tissu adipeux et ont montré un role protecteur des points de controles
immuns. Cette délétion associée a un régime hypercalorique exacerbe 1’infiltration
macrophagique du tissu adipeux avec une augmentation des structures en couronne. De plus,
I’insulino-résistance et le poids de ces souris ont largement augmentés par rapport aux souris
sauvages (Wu et al., 2020). Les auteurs proposent donc un role du checkpoint PD-1/PD-L1 dans

la modulation de I’inflammation chronique associée a I’obésit¢.

Enfin en ce qui concerne CTLA4, une étude a utilisé une protéine de fusion de CTLA4 qui se
fixe a CD80/86 empéchant ainsi I’activation via CD28. Dans cette étude des souris soumises a
un régime hypercalorique et traitées avec cette protéine, présentent une amélioration de la
résistance a I’insuline ainsi qu’une diminution du poids corporel et du tissu adipeux, par rapport
aux souris contrdles. Ceci est 1i¢ a I’induction d’une plus grande polarisation des monocytes en
macrophages M2 au sein du tissu adipeux. De plus, I’amélioration de la sensibilité a I’insuline
a été observée et semble li¢e a I’augmentation de 1’expression de I’adiponectine dans ces souris

(Fujii et al., 2013).

Ces ¢études contradictoires et encore peu nombreuses, ne permettent donc pas a ’heure
actuelle de conclure sur I’effet négatif ou positif des points de contréles immuns dans la

régulation de I’inflammation du tissu adipeux.
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La voie PD-1/PD-L1 est la plus puissante des points de contréle immuns dans
I’inhibition des réponses lymphocytaires. Elle est connue pour étre activée par les cytokines
inflammatoires (TNFa, IFNy). En outre, I’obésité est associée a un dysfonctionnement
immunitaire qui passe notamment par une diminution de la fréquence et de D’activité
cytotoxique des lymphocytes T CD8+ et NK. De plus, un épuisement accru des lymphocytes T
en raison de 1’augmentation d’expression continue de PD-1 a récemment été mis en évidence
dans les lymphocytes T circulants des sujets en état d’obésité et atteints de cancer colorectaux
et de mélanomes (Z. Wang et al., 2019). Comme le tissu adipeux blanc est connu pour initier
l'inflammation a bas bruit chez les sujets en état d’obésité, nous avons suggéré dans cette étude
que l'inflammation du tissu adipeux blanc pouvait également entrainer l'épuisement des

lymphocytes T infiltrant ce tissu, au cours de 1’obésité.

- PD-L1 et PD-1 sont surexprimés dans le tissu adipeux des souris obeses. En
premier lieu, nous avons mesuré 1’expression de PD-L.1 et de PD-1 au sein du tissu adipeux
blanc de souris rendues obeses par surnutrition, et nous avons observé une augmentation
d’expression de PD-L1 et de PD-1 dans le tissu adipeux viscéral. Par contre, PD-L1 mais pas
PD-1 a été surexprimé dans le tissu adipeux sous cutané des souris obeses ce qui pourrait étre
li¢ au fait que I’inflammation est connue pour augmenter préférentiellement dans le tissu

adipeux viscéral par rapport au sous-cutané, au cours de 1’obésité.

- L’inflammation induite par les cellules souches adipocytaires d’origine obése
contribue a la surexpression de PD-L1. Pour mieux analyser les mécanismes impliqués dans
la surexpression de PD-L1, nous avons utilis€ le modele de co-culture CSA-CMN
précédemment développé par notre équipe. Nous avons alors démontré que les CSA provenant
du tissu adipeux de sujets obeses sont capables d’induire une surexpression de PD-L1
supérieure a celles provenant de sujets minces. Néanmoins, 1I’expression de PD-1 n’a pas été
impactée par 1’origine des CSA, mais seulement par 1’activation par la PHA. Démontrant ainsi
que les CSA induisent une surexpression maximale de PD-L1 lorsqu’elles sont issues de sujets

obese.

- Le blocage de PD-L1 restaure en partie I’activation des lymphocytes Th1 et des
Th17. Dans notre modele de co-culture, nous avons démontré que les CSA activent la voie
Th17 et inhibe la voie Th1 (TNFa, IL-2). Afin d’évaluer I’effet de la surexpression de PD-L1

dans ce modele, nous avons utilisé un anticorps neutralisant dirigé contre PD-L1. Ainsi le
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blocage de PD-L1 a permis d’observer une augmentation d’expression du TNFa et de 1’'IL-2
(Th1) mais également de I’IL-17A et de I'IFNy (Th17). Par contre, I’expression d’IL-6 et d’IL-
1B, exprimés par les adipocytes et monocytes, n’a pas été¢ pas modifiée, démontrant un effet

spécifique de PD-L1 au niveau des lymphocytes T.

- L’inflammation médiée par les CSAob induit une augmentation d’expression de
PD-L1 par les adipocytes. Pour évaluer I’effet de cette inflammation sur les adipocytes, nous
avons cultivé des adipocytes fraichement différenciés en présence du milieu conditionné issu
des co-cultures CSA-CMN, activées par la PHA. Nous avons alors observé une forte
augmentation d’expression de PD-L1 par les adipocytes. L’utilisation d’anticorps neutralisants
anti-IFNy nous a permis de démontrer par la suite, que I’augmentation d’expression de PD-L1
au niveau des adipocytes était due a I’IFNy. Confirmant ce résultat, 1’ajout d’IFNy recombinant

mais pas ’IL-17A a induit une augmentation d’expression de PD-L1.

Pour conclure, cette étude a démontré que PD-L1 est surexprimé dans le tissu adipeux
de sujets obeses en réponse a la sécrétion d’IFNy, ceci entraine une diminution de 1’activité
cytotoxique des lymphocytes T. Il a été précédemment démontré que les adipocytes bruns et
les lignées cellulaires différenciées 3T3 expriment PD-L1(Ingram et al., 2017; Z. Li et al.,
2020). Ici, nous avons démontré que les CSA (précurseurs des adipocytes) peuvent également
surexprimer PD-L1 suite a I’interaction avec des CMN, en particulier lorsque les CSA ont été
collectées au sein du tissu adipeux d'individus obeses. De plus, nous avons démontré que
I'inflammation médiée par les co-cultures de CSAob et de CMN propage la surexpression de
PD-L1 aux cellules présentes dans leur environnement, en particulier les adipocytes, sous
l'influence de la sécrétion de I’'IFNy. Cet effet de I’'IFNy est en accord avec d’autres articles,
dans lesquels le role de I’'IFNy dans la surexpression de PD-L1 a été démontré, notamment au
niveau des neutrophiles (Kleijn et al., 2013), de cellules épithéliales intestinales (Nakazawa et
al., 2004), endothéliales (Mazanet and Hughes, 2002) et tumorales (Wintterle et al., 2003).11 a
été montré que de I'lFNy est capable d’induire I'épuisement des lymphocytes T notamment dans
un modele tumoral (Benci et al., 2019) démontrant un rdle régulateur de I'l[FNy en plus de son
role effecteur de la réponse inflammatoire. De plus, nos résultats suggerent que I’inhibition de
I’activation des lymphocytes Th1 observée dans notre modele de co-culture est en partie liée a
la surexpression de PD-L1. En effet, le blocage de PD-L1 restaure en partie la sécrétion de

cytokines des lymphocytes Thl (IL-2, TNFa).
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L'IL-2 est une cytokine qui joue un rdle majeur dans la maturation des lymphocytes T
pré-cytotoxiques (pré-CTL) en lymphocytes T cytotoxiques (CTL) afin de leur permettre
d'exercer ultérieurement leur fonction cytotoxique (Kern et al., 1981). Notre équipe a
précédemment rapporté que la présence de cellules souches mésenchymateuses inhibe la
différenciation pré-CTL en cellules effectrices CTL du fait d’une inhibition d’IL-2, puisque
cette inhibition a été levée par 1'ajout d'IL-2 (Angoulvant et al., 2004). Ici, nos résultats
suggerent que les CSAob ont inhibé la maturation des pré-CTL en CTL via I’inhibition de
I’expression d’IL-2. En effet, nous avons montré que la surexpression de PD-L1 induit une
diminution d’expression d’IL-2, puisque son blocage restaure 1’expression d’IL-2. De maniere
intéressante, I’activité cytotoxique des CTL a été réduite en présence d’adipocytes comparé aux
adipocytes issus de CSA provenant de sujets minces. Nous 1’avons montré via la diminution du
marquage intracellulaire du Granzyme B, molécule impliquée dans la cytotoxicité des CTL. Ce
résultat suggere que la propagation de la surexpression de PD-L1 vers les adipocytes, du fait de
I’inflammation médiée par les CSA, pourrait inhiber I’activation des pré-CTL et la lyse des

adipocytes hypertrophiques.

L’expression de PD-1, a augmenté suite a 1’activation des CMN par la PHA, mais son
expression n’a pas été modulée par la présence de CSA. Cela suggere que PD-1 est un marqueur
d’activation comme rapporté dans d’autres articles (Agata et al., 1996; Yamazaki et al., 2002).
En effet, il a ét¢ démontré que I’expression de PD-1 augmente de maniere transitoire durant une
infection virale aigué. Cependant, durant une infection chronique par le LCMV ou le VIH, il a
été démontré que des niveaux €levés de PD-1 se maintiennent dans le temps et contribuent a
I'épuisement des lymphocytes T (Barber et al., 2006; Blackburn et al., 2010). Notre modele de
co-culture ne nous permet pas pour autant de comparer inflammation aigué et chronique.
Néanmoins, la surnutrition de souris pendant 16 semaines par un régime hypercalorique
correspond a une inflammation chronique caractéristique de 1’obésité. Au sein du tissu adipeux
viscéral de ces souris nous avons en mis en évidence une augmentation d’expression de PD-1
et de PD-L1 par rapport aux souris nourries au régime standard, ce qui suggere donc que comme
pour les infections chroniques ou les tumeurs le tissu adipeux blanc du sujet en état d’obésité
contient des lymphocytes T probablement anergiques. On pourrait ainsi supposer que la lyse
des adipocytes hypertrophiques par les lymphocytes cytotoxiques a lieu dans le stade précoce

de I’obésité, mais est stoppée au cours du temps par les adipocytes et les CSA.

Cela pourrait permettre d’expliquer la sévérité des infections virales infiltrant le tissu

adipeux comme dans le cas de la COVID-19. En effet, le virus SARS-CoV-2 est capable
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d’infiltrer les adipocytes du fait de ’expression d’ACE2 par le tissu adipeux. De plus,
I’expression d’ACE2 est augmentée chez les patients obeses et/ou diabétiques (Kruglikov and
Scherer, 2020). Par conséquent, I’épuisement des lymphocytes et la diminution de leur fonction
cytotoxique pourrait permettre au virus SARS-CoV-2 de résider dans le tissu adipeux, faisant
alors de ce dernier un réservoir pour ce virus. Dans ce cas 1’utilisation d’un anticorps bloquant
PD-1 ou PD-LI1 pourrait permettre de restaurer la réponse lymphocytaire chez les personnes

obeses et la lyse des adipocytes infectés, comme montré dans la figure suivante.

176



uaBue e )
Ty

ey Ty
Eall [all

s3|1j01d saujolA)

ako0dipy

g swAzueID. &%ﬂ
< @

3
-. 3

1VM @s240 1VM uean

e
N zu
o

s9|1j04d saup0IA)

s3|1jo.d saupjolk)

11ad/V + IVM 95990

177




Article

Adipose-Tissue-Derived Mesenchymal Stem Cells Mediate
PD-L1 Overexpression in the White Adipose Tissue of Obese
Individuals, Resulting in T Cell Dysfunction

Assia Eljaafari /2% %, Julien Pestel 1>, Brigitte Le Magueresse-Battistoni

2

120, Stephanie Chanon 1-2(,

Julia Watson 12, Maud Robert 1'>*, Emmanuel Disse 1-?> and Hubert Vidal 1/2

check for

updates
Citation: Eljaafari, A.; Pestel, J.; Le
Magueresse-Battistoni, B.; Chanon, S.;
Watson, J.; Robert, M.; Disse, E.; Vidal,
H. Adipose-Tissue-Derived
Mesenchymal Stem Cells Mediate
PD-L1 Overexpression in the White
Adipose Tissue of Obese Individuals,
Resulting in T Cell Dysfunction. Cells
2021, 10, 2645. https://doi.org/
10.3390/ cells10102645

Academic Editors: Alessandro Poggi
and Isabella Quinti

Received: 27 July 2021
Accepted: 26 September 2021
Published: 3 October 2021

Publisher’s Note: MDPI stays neutral
with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affil-

iations.

Copyright: © 2021 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses /by /
4.0/).

1 Inserm U1060, University Claude Bernard Lyon 1, INRAE U1397, 69310 Pierre Bénite, France;
julien.pestel@univ-lyonl.fr (J.P.); brigitte.lemagueresse@inserm.fr (B.L.M.-B.);
Stephanie.chanon@univ-lyonl.fr (S.C.); Julia.watson@etu.univ-lyonl.fr (J.W.);

maud.robert@chu-lyon.fr (M.R.); emmanuel.disse@chu-lyon.fr (E.D.); hubert.vidal@univ-lyon1.fr (H.V.)
CarMeN Laboratory, Centre Hospitalier Lyon Sud, 69310 Pierre Bénite, France

Direction des Affaires Médicales, Hospices Civils de Lyon (HCL), 69002 Lyon, France

Bariatric Surgery Department, Edouard Herriot Hospital, 69003 Lyon, France

Endocrinology Department, Lyon Sud, 69310 Pierre Bénite, France

*  Correspondence: assia.eljaafari@univ-lyonl.fr

g W N

Abstract: The PD-L1/PD-1 immune checkpoint axis is the strongest T cell exhaustion inducer. As
immune dysfunction occurs during obesity, we analyzed the impact of obesity on PD-L1/PD-1
expression in white adipose tissue (WAT) in mice and in human white adipocytes. We found that
PD-L1 was overexpressed in WAT of diet-induced obese mice and was associated with increased
expression of PD-1 in visceral but not subcutaneous WAT. Human in vitro cocultures with adipose-
tissue-derived mesenchymal stem cells (ASC) and mononuclear cells demonstrated that the presence
of ASC harvested from obese WAT (i) enhanced PD-L1 expression as compared with ASC from
lean WAT, (ii) decreased Thl cell cytokine secretion, and (iii) resulted in decreased cytolytic activity
towards adipocytes. Moreover, (iv) the implication of PD-L1 in obese ASC-mediated T cell dys-
function was demonstrated through PD-L1 blockade. Finally, (v) conditioned media gathered from
these cocultures enhanced PD-L1 expression in freshly differentiated adipocytes, depending on
IFNYy. Altogether, our results suggest that PD-L1 is overexpressed in the WAT of obese individuals
during IFNY secretion, leading to T cell dysfunction and notably reduced cytolytic activity. Such a
mechanism could shed light on why adipose-tissue-infiltrating viruses, such as SARS-CoV-2, can
worsen disease in obese individuals.

Keywords: PD-1/PD-L1 immune checkpoints; T cell dysfunction; adipose-tissue-derived
mesenchymal stem cells; white adipose tissue; inflammation; obesity; IFNy

1. Introduction

Effective responses to intracellular pathogens or tumors are usually dependent on
Natural killer (NK) cells and/or T cells, especially CD8+ cytotoxic T cells. NK cell killing
can be regulated by killer cell inhibitory receptors (KIR) after being bound to HLA class
I molecules [1]. Exhaustion is another way of inhibiting cytotoxic functions in either
NK or CD8+ cytolytic T cells (CTL), due to increased protein expression of inhibitory
receptors such as PD-1, CTLA-4, TIM-3, LAG-3, or TIGIT on T cells, or NKG2A on NK
cells, and their respective ligands PD-L1 or PD-L2, CD 155, CD112, CD113, and HLAG/E
on antigen-presenting cells [2]. These molecules are called immune checkpoints and the
PD-1/PD-L1 axis is known as the strongest exhaustion inducer [3]. Moreover, tumors
have been shown to use this pathway in order to escape antitumor immunity with the
help of pro-inflammatory cytokines, particularly IFNy [4]. The expression of PD-L1 in
tumors is now considered a good prognostic factor, due to the great improvement in
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patient outcome with immune checkpoint inhibitors [5]. A Nobel Price of Medicine was
awarded in 2018 to James Allison and Tasuku Honjo for discovering immune checkpoints,
which have been shown to have strong beneficial effects in cancer therapy after PD-L1 or
PD-1 blockade. Several studies have demonstrated a negative correlation between CD4+
or CD8+ T cell frequencies and the severity of SARS-CoV-2 infection [6,7]. Indeed, total
CD3+, CD8+, or CD4+ T cell frequencies below 800, 300, or 400/ 1L, respectively, were
negatively associated with survival of COVID-19 [6]. In addition to reduced NK or T cell
frequencies, functional exhaustion of these cells was demonstrated to contribute to SARS-
CoV-2-mediated defective immune cell responses [6,7]. Exhaustion was first described
upon long-term infection with viruses [8], but the hallmark of SARS-CoV-2 is its ability
to use this inhibitory pathway in very early stages of infection. Moreover, NKG2A and
PD-1 have been shown to be upregulated by SARS-CoV-2 in NK and T cells, respectively,
and to be downregulated upon recovery from COVID-19, demonstrating that SARS-CoV-
2 is an inducer of exhaustion [7]. Recent reports have demonstrated the resistance of
mesenchymal stem cell (MSC) or ASC to SARS-CoV-2 infection [9] and the beneficial effects
of healthy MSC transplantation in severe COVID-19 patients [10,11]. However, as opposed
to ASC, adipocytes express the ACE2 receptor at high density, and even more when they
belong to obese individuals [12], suggesting a mechanism that could account for the higher
susceptibility of obese individuals to SARS-CoV-2 infection.

Obesity with a BMI of >30 Kg/m? is an independent risk factor for severe forms
of COVID-19, as demonstrated in several clinical departments including ours, where
25% of hospitalized patients and 35% of ICU patients below the age of 70 were found to
be obese [13,14]. Indeed, obesity is associated with comorbidities such as hypertension,
hypercholesterolemia, cardiovascular diseases, atherosclerosis, type 2 diabetes, chronic
inflammatory diseases, and various cancers [15]. Besides the elevation of chronic inflamma-
tion markers inside adipose tissues, plasma, and/or metabolically altered organs, immune
dysfunction has also been described during obesity [16]. Indeed, higher rates of infection,
delayed wound healing, and vaccination failure are often described in obese individu-
als. The impact of obesity on immunity has been related to various mechanisms, such as
metabolic alterations in T cells, acceleration of thymic aging, alteration of lymphoid organ
architecture, reduction in the maintenance of memory T cells, impairment of cell-mediated
immune responses, abnormal lymphoproliferative responses, and decreased cytotoxic
activities related to reduced NK and CD8+ T cell frequencies, especially among elderly
individuals [17,18]. Moreover, increased T cell exhaustion due to enhanced PD-1 expression
has recently been reported to occur in blood T cells among obese individuals suffering
from cancer [19]. As white adipose tissue (WAT) is known to initiate inflammation in obese
individuals, we investigated whether increased adiposity and inflammation in obesity
could result in exhaustion of WAT-infiltrating T cells. Here, we showed that obesity is
associated with PD-L1 overexpression inside WAT and implicated adipose-tissue-derived
mesenchymal stem cells (ASC) and IFNY secretion in this upregulation. We also demon-
strated that overexpression of PD-L1 has spread to cells present in the ASC environment,
particularly to adipocytes.

2. Materials and Methods
2.1. Animals, Diet, and Experimental Design

All procedures were performed with the approval of the Regional Committee of
Ethics for Animal Experiments (CECCAP), registered under number C2EA15 by the
French Ministry of Higher Education and Research, in accordance with European directive
2010/63. The experimental protocol received the number 2018061411298503. Four-week-
old C57Bl/6] male mice (Envigo; Gannat, France) were randomly housed, two per cage,
at 21 °C with a normal light/dark cycle, free access to water, and a standard chow diet
(Genestil, Royaucourt, France) for a one-week acclimatization. Next, mice were randomly
assigned to four different groups (n = 5-6/group). One group was fed a standard diet
(ST0;10% fat and 35.6% maltodextrin) and another was fed a high-fat/high-sucrose diet
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(HFO; 39.4% fat and 16.6% maltodextrin +16.6% sucrose, Envigo). Food was given three
times a week. Body weight was recorded weekly.

2.2. Tissue Collection and Blood and Plasma Analyses

Before sampling, the mice were fasted for 6 h and then weighed. Blood was collected
by retro-orbital sampling and mice were euthanized by cervical dislocation. Adipose
tissues were quickly removed, weighed, frozen in liquid nitrogen, and stored at —80 °C.
Blood glucose concentrations (Accucheck Performa glucometer; Roche Diabetes Care,
Meylan, France,), plasma levels of insulin (Mouse Ultrasensitive ELISA, Eurobio, Courta-
boeuf, 92973, France), leptin, and adiponectin (ELISA kits, CrystalChem Europe, Zaandam,
Netherlands) were measured.

2.3. Isolation and Expansion of Adipose-Tissue-Derived Mesenchymal Stem Cells

Subcutaneous or visceral AT samples were isolated from residues of bariatric surgery
from obese subjects (BMI > 30 kg/m?), or visceral surgery from lean controls with the
approval of the Committee for the Protection of Human Subjects of the “Hospices Civils de
Lyon” number 12/111 and with the patient’s consent, according to ethical principles for
medical research involving human subjects, as described in the World Medical Association’s
Helsinki Declaration. AT samples (50-100 mg) were mechanically dissected and incubated
in 2 g/L of collagenase type Ia solution (Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France)
in DMEM:F12 medium (50/50 vol/vol) (Invitrogen, Thermofisher Scientific, Waltham,
MA, USA) for 40 min at 37 °C by mixing. Isolation of ASC was performed as previously
reported [20]. Adipose-tissue-derived mesenchymal stem cells (ASC) were expanded in
a culture medium composed of DMEM:F-12 supplemented with 10% FCS, 2 mmol /L L-
glutamine, and 100 U/mL penicillin-streptomycin. Culture medium was changed by half,
three times a week, during 3-4 passages before being used or stored in liquid nitrogen. The
function of ASC was validated as recommended by the French Cell Therapy Society [21]
and checked for expression of CD90, CD105, and CD73 molecules.

2.4. Isolation of Blood Mononuclear Cells (MNC)

Blood samples from the Blood Bank Center of Lyon, Lyon, 69007, France) were ob-
tained from healthy human blood donors. MNC were separated from blood through
Ficoll-Histopaque density gradient centrifugation (Sigma-Aldrich) and stored in liquid
nitrogen.

2.5. Coculture Assays

ASC were harvested and seeded in 24-well plates (100,000 cells/well) for 24 h in
RPMI supplemented with 10% FCS. Then, 24 h later, MNC were added in the presence
or absence of phytohemagglutinin (PHA, 5 ug/mL, Sigma-Aldrich). ASC/MNC ratios
of 1:5 were used. For mRNA analyses, the culture period was 24 h, whereas it was 48 h
when conditioning media were collected. In that latter case, IL-17A neutralizing antibodies
(Secukinumab, Novartis Pharma S.A.S., 92506, Rueil-Malmaison, France) at 50 pg/mL
or IFNvy-neutralizing antibodies (Invitrogen, 16-7318-81) at 50 ug/mL were eventually
added from the beginning of cultures. For blocking experiments, ASC/MNC cocultures
were treated with PD-L1 neutralizing antibodies (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA;
AF156) at 1 or 10 ng/mL, or with irrelevant polyclonal goat IgG (sc-8828; Santa-Cruz
Biotechnology/INC, Heidelberg, Germany) at 10 ng/mL, or Secukinumab at 50 pg/mL.

2.6. mRNA Measurements

Total RNA was extracted from cocultures using the Tri Isolation ReagentTM (Roche
Diagnostics, Meylan, France) and frozen at —-80 °C, and RT-qPCR was performed from
reversely transcribed RNA into cDNA, as previously described [20]. mRNA was quantified
relative to the housekeeping gene TBP (TATA BOX binding protein), using the mathematical
method depending on ACT and the amplification efficiency of the transcripts, as described
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by Plaffl et al. [22]. The individual primer sequences used for RT-qPCR are provided in
Supplementary Table S1.

2.7. Flow Cytometry

Fluorescein isothiocyanate (FITC)-, phycoerythrin (PE)- Allophycocyanin (APC)-, and
Alexa-fluor- directly conjugated anti-human antibodies were used to stain the various cells
tested: CD14 (21270146, ImmunoTools, Friesoythe, Germany), CD73 (21270734; Immuno-
Tools), CD8 (21270083; ImmunoTools), CD274 (12-5982-82; Invitrogen, Illkirch, France),
CD279 (FAB7115G; R&D Systems, Biotechne, Abingdon, UK), and Granzyme B (IC2906G;
R&D Systems). Analyses were performed using a LSR II 3 lasers cytofluorometer and Diva
software (BD Biosciences, Le-Pont-de-Claix, France). For Granyme B intracellular staining,
cells were permeabilized using the BD Cytofix/Cytoperm permeabilizing kit (AB_2869008;
Beckton Dickinson, Le-Pont-de-Claix, France), and cells were analyzed 6 h after interaction
with adipocytes.

2.8. Differentiation of Obese Subcutaneous ASC into AD
Ob-ASC were differentiated into AD as previously described [20].

2.9. Immunohistochemistry

ATs were fixed in formaldehyde 3.7% after isolation from bariatric surgery. They were
then embedded in paraffin before being cut with the microtome MICROT002 and mounted
onto microscope slides for analysis, after staining with anti-human PD-L1 (R&D Systems;
MAB1561) at 1:50 dilution.

2.10. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using one-way ANOVA with or without repeated
measures, or mixed-effects analyses (if some values were missing), followed by post hoc
Fisher’s LSD tests. In some experiments, two-tailed unpaired t-tests were used. Prism
software was employed for analysis (Prism 8, GraphPad software, San Diego, CA, USA).
Differences were considered as statistically significant when p was <0.05.

3. Results
3.1. PD-L1 and/or PD-1 Are Overexpressed in the WAT of Obese Mice

Whereas blood T cells from obese individuals or mice have been shown to overexpress
the PD-1 checkpoint [19], here we investigated the possibility that WAT-infiltrating T cells
could also express markers of exhaustion among the obese. With this goal in mind, we used
a high-fat-diet-induced obesity (DIO) mouse model, wherein postweaning C57BL/6 male
mice were fed either a control (chow) or hypercaloric diet for 16 weeks, and we measured
the mRNA expression levels of PD-L1/PD-lexhaustion markers. As shown in Figure 1A,
the efficiency of the hypercaloric diet was assessed through (i) increased body weight and
white adipose tissue mass; (ii) metabolic consequences, such as increased fasting plasma
insulin and blood glucose; and (iii) adipokine disturbances, such as decreased adiponectin
over leptin protein levels (Figure 1A). In addition, PD-L1 was overexpressed at the mRNA
level in both the visceral (vis) and subcutaneous (sc) WAT of obese, in comparison with lean
mice (Figure 1B). However, increased PD-1 expression was observed in the vis but not sc
WAT of mice fed with the hypercaloric diet (Figure 1B), which suggested more pronounced
inhibition of T cell functions in vis. To support these results, immunochemistry was used
to stain obese or lean visceral WAT for PD-L1. As shown in Figure 1C, a significant increase
in PD-L1 expression was observed in the vis WAT of obese mice.
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Figure 1. PD-L1 and/or PD-1 are overexpressed in the WAT of obese mice. C57BL/6 mice were fed with a normal or
hypercaloric diet for 16 weeks (STO versus HFO). (A) Body and adipose tissue weight were measured, together with
plasma insulin and blood glucose, after sacrifice. (A,B) serum adiponectin and leptin were measured by ELISA. Cd274(PdI1)
and Pdcd1(Pd1) mRNA were extracted from subcutaneous (sc) or visceral AT and their levels measured by RT-PCR.
(C) Immunohistochemistry staining of PD-L1 in vis WAT. Results are expressed as a ratio relative to the Tbp housekeeping
gene. (A,C) Black or grey histograms correspond to STO, or HFO mice, respectively. (B) Black circles, or black squares
correspond to STO, or HFO mice, respectively. (C) Black triangles correspond to positively stained PD-L1 molecules..Two-
tailed unpaired t-tests were used to prove the statistical significance of the results when p was <0.05. ***, **, * represents a
p-value of <0.001, <0.01, <0.05 respectively. Data are the mean & SD of n = 6, or 5 for STO or HFO, respectively.

3.2. Inflammation-Mediated by Adipose-Tissue-Derived Mesenchymal Stem Cells from Obese
Individuals Contributes to PD-L1 Upregulation in Cocultures with Mononuclear Cells

Having previously demonstrated that adipose-tissue-derived mesenchymal stem cells
(ASC) from obese individuals (ob-ASC), rather than from lean individuals, can promote
inflammation through Th17 cell and monocyte cell activation [23], we then investigated
whether inflammation-mediated by ob-ASC could play a role in upregulating PD-L1 and /or
PD-1 expression using a human in vitro coculture model. As shown in Figure 2A, phyto-
hemagglutinin A (PHA) activation of mononuclear cells (MNC) enhanced PDL1 mRNA
expression levels, but the co-presence of ASC resulted in potentiating the expression of
PDLI mRNA, whether ASC were issued from lean or obese donors. However, ob-ASC
upregulated PDL1 mRNA expression at a statistically significant higher level than lean
ASC. In addition, a two-way ANOVA test demonstrated (i) that both the body mass index
(BMI) and the activation status were statistically significant independent factors, (ii) as well
as the interaction between these two factors (Figure 2A). Then, to validate those results at
the protein level and investigate whether increased PD-L1 levels occurred in MNC or ASC
themselves, we co-stained monocytes or ASC with the CD14 or CD73 marker, respectively,
and the PD-L1 molecules. As shown in Figure 2B, flow cytofluorometry supported the
mRNA data. Indeed, an increased surface expression of PD-L1 occurred, following PHA
activation of MNC (i.e., 29.4-35.1% of positive PD-L1 cells), which was potentiated by the
presence of ob-ASC (29.4-59.4%), but with a weaker potentiating effect in the presence of
lean ASC (29.4-43.2%). CD14 labelling showed that PD-L1 was expressed at the basal level
in monocytes with approximately 2/3 of the CD14 positive cells expressing both CD14 and
PD-L1 (i.e., 7.7% of cells were doubly positive for CD14 and PD-L1, versus 3.6% singly
positive for CD14). However, following 48 h of activation with PHA, almost the whole
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population of CD14-positive cells became doubly positive for PD-L1, even though their
ratio diminished from 7.7% to 4.05% of total cells, probably due to the proliferation of
PHA-activated T cells. The presence of obese or lean ASC did not induce any upregula-
tion of the surface expression level of PD-L1 in monocytes. However, it resulted in the
upregulation of the intensity of CD14 fluorescence, suggesting the transition of monocytes
towards a population of “classical monocytes”, as previously described [24]. Moreover,
PD-L1 expression in CD73+ ob-ASC was higher than in lean ASC (i.e., from 3.0% to 6.4%).
However, the prominent population of cells in which PD-L1 expression was upregulated
was CD73-negative (i.e., from 33.8% to 48.7%). This latter population was likely to corre-
spond to activated T lymphocytes, as T cells were the most preponderant cells in those
cocultures, on the one hand, and are known to express PD-L1 expression following anti-
genic stimulation, on the other hand [25,26]. Altogether, those results demonstrated that
PD-L1 expression is upregulated following activation with PHA at both the transcriptional
and protein levels, and was considerably amplified by the presence of ob-ASC.
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Figure 2. Inflammation, mediated by adipose-tissue-derived mesenchymal stem cells (ASC) from obese individuals,
contributes to PD-L1 upregulation in cocultures with mononuclear immune cells. MNC were activated by PHA in the
presence or absence of ob-ASC or lean ASC. (A) CD274 (PDL1) mRNA expression levels were measured by RT-qPCR.
Results are expressed as a ratio relative to the TBP housekeeping gene. Two-way ANOVA with Fisher’s LSD comparison
tests were used. Data are the mean =+ SD of n = 4. **** *** ** and * represent a p-value <0.0001, <0.001, <0.01, or <0.05,
respectively. (B) Membrane expression of PD-L1 was measured by flow cytometry in cells stained for CD14 or CD73. Results
are representative of two experiments with two different ASC.

3.3. Activation of T Cells Upregulates PD-1 Expression but Is Not Influenced by the Presence of
Adipose-Derived Stem Cells (ASC)

Because PD-1 needs to be linked by PD-L1 to exert its inhibitory effect on T cells, we
then investigated whether the presence of obese ASC could also upregulate its expression.
As shown in Figure 3A, PHA activation of MNC increased the levels of PD1 mRNA
expression, but the presence of obese or lean ASC did not further influence its expression.
Supporting these results, and as shown in Figure 3B, PD-1 surface expression was enhanced
in PHA-activated MNC (i.e., from 27% to 33.79%). Those levels barely increased from
33.79% to 35.29% or 37.56% in the presence of lean or ob-ASC, respectively. The levels
of CD8+ doubly positive cells for PD-1 increased, i.e., from 3.5% in the resting state to
4.7% with PHA, and were barely increased in the presence of ob-ASC from 4.7% to 5.45%.
Therefore, these results suggested that PD-1 is likely to be a marker of activation, with
obese ASC influencing PD-L1, but not—or only slightly—PD-1 expression.
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Figure 3. Activation of T cells upregulates PD-1 expression but is not influenced by ASC. MNC were activated by PHA in
the presence or absence of ob-ASC or lean ASC. (A) PDCD1 (PD1) mRNA expression levels were measured by RT-qPCR.
Results were expressed as a ratio relative to the TBP housekeeping gene. Two-way ANOVA with Fisher’s LSD comparison

tests were used. Data are the mean + SD of n = 4. **** represents a p-value <0.0001. (B) Membrane expression of PD-1

was measured by flow cytometry in cells also stained for CD8. Results are representative of two experiments with two
different ASC.

3.4. PD-L1 Blockade Partially Restores Th1 Cell Secretion and Improves Ob-ASC Mediated Th17
Cell Activation, without Affecting Pro-Inflammatory Cytokine Secretion by Accessory Cells

To then analyze the consequences of PD-L1 overexpression, we measured the effects of
PD-L1 blockade on the pro-inflammatory cytokine expression. As previously reported [23]
and as shown in Figure 4, the presence of ob-ASC resulted in increasing IL-17A, IL-1B,
and IL-6, together with decreasing TNFx and IL-2 mRNA expression levels, as compared
with PHA-activated MNC. The modification of the cytokine pattern has been previously
reported by us to be related to (i) the immunomodulatory effect of ASC on Th1 responses,
(i) the promotion by ob-ASC of Th17 double positive cells, secreting both IL-17 and IFNy,
and (iii) the activation of pro-inflammatory secretion by accessory cells such as monocytes
and ob-ASC [23]. The addition of neutralizing anti-PD-L1 mAbs in those cocultures resulted
in the partial restoration of Th1 cell responses, as assessed by increased TNFa and IL-2
mRNA expression levels. An increase in IL-17A and IFNy mRNA expression by Th17 cells
was also observed. However, IL1B and IL6 mRNA expression levels were not modified,
thus demonstrating a specific PD-L1 inhibitory effect on T cell functions. The specificity of
the anti-PD-L1 effects was supported by further experiments comparing IL-17 and PD-L1
blockade (Figure S1).

3.5. Ob-ASC-Mediated Inflammation Results in Increasing PD-L1 Expression in Freshly
Differentiated Adipocytes

Because the micro-environment plays an important role in the propagation of inflam-
mation in WAT, we then asked whether conditioned media (CM) collected from ob-ASC
and MNC cocultures could propagate exhaustion. Therefore, we cultured freshly differen-
tiated adipocytes from ob-ASC with CM harvested from PHA-activated cocultures. We
observed a strong upregulation of the expression of PDL1 mRNA, up to almost 4-fold.
Having previously demonstrated that Th17 cells play an important role in the propagation
of inflammation in this coculture model [20], we then asked whether cytokines secreted by
those T cells, i.e., IL-17A and/or IFNYy, could play a role in PDLT mRNA overexpression
in adipocytes. Therefore, neutralizing antibodies directed against IFNy or IL-17A were
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added or not to these cocultures. The results clearly showed that CM-mediated PDL1
mRNA overexpression was dependent on IFNYy secretion only, since blockade of IFNy but
not IL-17A prevented CM effects on PDL1 mRNA overexpression (Figure 5A). To validate
these results, we reciprocally added IFNY, or IL-17A recombinant protein to adipocytes
and observed that IFNvy, but not IL-17A, significantly upregulated PDLTI mRNA expression

(Figure 5B).
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Figure 4. PD-L1 blockade partially restores Th1 cell secretion and improves ob-ASC mediated Th17 cell activation without
any effect on pro-inflammatory cytokine secretion by accessory cells. MNC were activated by PHA in the presence or
absence of ob-ASC and anti-PD-L1mAbs at concentrations of 1 or 10 pg/mL. Cytokine mRNA expression levels were
measured by RT-qPCR. Results were expressed as a ratio relative to the TBP housekeeping gene. The one-way ANOVA
with Fisher’s LSD comparison tests were used. Data are the mean + SD of n = 4. The p-value shown in the figure is from
an ANOVA test, whereas ****, *** ** or * represents p-values of <0.0001, <0.001, <0.01, <0.05 respectively, from Fisher’s
LSD tests.
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Figure 5. Ob-ASC mediated inflammation results in increasing PDL1 mRNA expression in freshly
differentiated adipocytes. Adipocytes were differentiated from ob-ASC in the presence or absence
of conditioned media (CM) collected from activated ob-ASC/MNC cocultures, with or without
anti-IL-17A, anti-IFNy, or both mAbs (A), or the presence of IFNYy, IL-17A, or both cytokines (B).
CD274 (PDL1) mRNA expression levels were measured by RT-qPCR. Results were expressed as a
ratio relative to the TBP housekeeping gene. One-way ANOVA with Fisher’s LSD comparison tests
were used. (1 =4 in (A), or 2 in (B)). The p-value shown in the figure are those of ANOVA tests,
whereas ***, ** represent p-values <0.001 or <0.01, respectively, of Fisher’s LSD tests.

4. Discussion

Brown adipocytes and differentiated 3T3 cell lines have been shown to express PD-
L1 [27,28]. Additionally, we demonstrated that white adipocyte precursors can also overex-
press PD-L1 following interaction with MNC, especially when they were collected from
obese individuals (Figure 2). Interestingly, we demonstrated that inflammation mediated
by ob-ASC and MNC cocultures spread PD-L1 overexpression to cells present in their
environment, especially adipocytes, under the influence of IFNYy secretion (Figure 5). A role
for IFNY in the induction of exhaustion has already been reported by others, particularly
in a tumoral model [4,29], thus demonstrating a regulatory role for IFNvy, in addition to its
role in activating effectors such as macrophages or other accessory cells. Moreover, our
data suggested that the negative modulation of Th1 cells that occurred in the presence of
ob-ASC was partly related to IFNy-mediated PD-L1 overexpression, as the PD-L1 blockade
partially restored Th1 cell cytokine secretion (Figure 4).

IL-2 is a cytokine that plays a major role in the maturation of precytotoxic T cells
into cytotoxic T cells (CTL) in order to allow them to subsequently exert their cytotoxic
function [30]. We have previously reported that the presence of mesenchymal stem cells
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inhibit pre-CTL differentiation into CTL effectors, which is restored by the addition of
IL-2 [31]. Therefore, our results suggest that ob-ASC may inhibit the maturation of pre-
CTL into CTL effectors and subsequent CTL function through IL-2 negative modulation.
Moreover, PD-L1 overexpression may partly account for this inhibition, as demonstrated
by the positive effects of the PD-L1 blockade on IL2 mRNA expression (Figure 4). Of
interest, CTL activity was reduced in the presence of obese adipocytes in comparison
with lean adipocytes, as demonstrated by granzyme B intracellular staining (Figure S2),
thus suggesting that ASC-mediated spreading of PD-L1 overexpression towards obese
adipocytes may inhibit obese adipocytes’ ability to activate CTL effectors.

PD-1 was also found to be upregulated following activation of MNC with PHA
(Figure 3). However, this upregulation was not potentiated by the presence of ASC, sug-
gesting that PD-1 is a marker of activation, in agreement with several studies reporting a
regulatory function of PD-1 or other immune checkpoints, notably CTLA-4 [32-35]. Indeed,
PD-1 was demonstrated to be transiently expressed during acute viral infections in order to
regulate T cell functions. However, in chronic infection with LCMV or HIV, high levels of
PD-1 were shown to be sustained over time and to contribute to T cell exhaustion [36,37]. In
our coculture model, we were not able to compare acute and chronic stimulation. However,
when mice were fed a hypercaloric regimen for 16 weeks, which corresponded to a chronic
situation, we observed an upregulation of PD-1 along with PD-L1 in the vis WAT of obese
mice in comparison to the vis WAT of lean mice (Figure 1). However, in the sc WAT of
obese mice, PD-L1 but not PD-1 was upregulated, probably due to the higher levels of
pro-inflammatory cytokine secretion known to be present in vis WAT [38].

Altogether, these data lead us to suggest that increased expression of PD-L1 on
adipocytes and of PD-1 on T cells may trigger exhaustion and inhibit T cell functions, in
particular IL-2 secretion and subsequent CTL function. This could be of high importance
in situations where viruses infiltrate WAT. Infection with SARS-CoV-2 could represent
one such situation, as AT is known to express ACE2, a receptor for the spike protein
of SARS-CoV-2 [12]. Interestingly enough, the expression of ACE2 has been shown to
be upregulated in the epicardial fat of obese versus lean mice [39]. Therefore, increased
exhaustion of T cells in the inflammatory environment present in obese visceral WAT could
help SARS-CoV-2 to reside inside it, which may lead us to consider fat as a reservoir for
this virus. It would then become easy for the virus to invade and spread in proximal
tissues or organs, as suggested by Nishimura et al. for the H5N1 virus [40]. In that case,
anti-PD-1 or anti-PD-L1 biologics could become a promising alternative approach to help
obese individuals achieve a better immune response against the severe form of COVID-19,
as shown in the graphical abstract. Accordingly, when PD-L1 was neutralized with specific
antibodies, we observed a partial restoration of cytokines expressed by Th1 cells, notably
IL-2, which plays a critical role in precytolytic (CTL) differentiation into CTL effectors
(Figure 4). TNF«, IL-17A, and IFNY also increased, demonstrating the inhibitory effect
of PD-L1 on T cell function whatever the T cell subset. Moreover, IL-1f3 and IL-6 pro-
inflammatory cytokines, which were shown to be secreted by monocytes and ob-ASC in
our model [17], did not increase after PD-L1 blockade, thus demonstrating the specificity
of the PD-L1 blockade.

5. Limitations of the Study

This study was performed first in vivo in animals and then in in vitro coculture assays
with human ASC and MNC. These assays have been used to investigate the mechanisms
leading to increased expression of immune checkpoints, as observed in vivo. Although
these coculture assays have been previously used to demonstrate the role of ASC, Th17
cells, and monocytes in initiating inflammation among AT from obese individuals [23], they
have some limitations relative to the cell isolation and 2D culture processes and thus do not
exactly correspond to the in vivo situation. Then, we demonstrated that inflammation may
lead to exhaustion of T cells following interaction of MNC with ASC relative t increased
expression of immune checkpoints, and suggested, in Section 4, that T cell exhaustion in
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WAT could contribute to the higher susceptibility of obese individuals to viruses infecting
WAT, as seen during the COVID-19 pandemic. However, we did not directly test this
hypothesis in the present study, such as by investigating the cytolytic activity against
adipocytes previously infected by viruses, and notably SARS-CoV-2, in the presence or
absence of anti-PD-L1. Indeed, such investigation would require additional experiments
with specific SARS-CoV-2-infected adipose tissue, which is not available in our laboratory
due to regulatory aspects.

6. Conclusions

In this study, we analyzed the impact of obesity on immune checkpoint expression
in WAT, using a mouse model of diet-induced obesity. We observed that PD-L1 is over-
expressed in WAT of obese mice, and is associated with increased expression of PD-1 in
visceral WAT as compared with lean mice. Using human in vitro cocultures with ASC from
obese individuals and MNC, we also observed an overexpression of PD-L1 with respect to
cocultures with ASC from nonobese individuals, Moreover, conditioned media harvested
from these cocultures enhanced PD-L1 expression in freshly differentiated adipocytes,
depending on the presence of IFNy. As adipocytes differentiated from obese ASC impaired
cytotoxic activity, our results suggest that PD-L1 overexpression may occur in the visceral
WAT of obese individuals under IFNy secretion and may lead to T cell dysfunction, notably
decreased cytolytic activity. Such a mechanism could shed some light on why adipose
tissue-infiltrating viruses such as SARS-CoV-2 can worsen disease in obese individuals.
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Article 5 (en rédaction)

Role de la voie Notch et de son ligand DNER dans I’inflammation liée a IL-
17A et médiée par les cellules souches du tissu adipeux, chez le sujet obése.

Involvement of the Notch pathway and its ligand DNER in obesity-
mediated inflammation of adipose tissues.

Julien Pestel... ... Assia Eljaafari.
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Figure 26 : Structure des différentes isoformes du récepteur Notch.
(A) NECD : Notch extracellular domain ; NRR : negative regulatory region ; NICD
Notch intracellular domain ; LNR : Lin 12/ Notch domain ; HD : heterodimerisation
domain ; TMD : transmenbrane domain ; RAM : RBP-Jk-associated molecule ; NLS :
nuclear localization domain ; ANK : répétition ankyrines ; TAD : transcription
activator domain ; PEST : Pro-Glu-Ser-Thr. (B) S1/2/3 : Site de clivage 1/2/3 du
récepteur Notch
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La voie de signalisation Notch et son role dans
Pimmunité

La voie de signalisation Notch est une voie de communication intercellulaire majeure,
trés conservée durant I’évolution. Elle a été découverte en 1919 chez la femelle drosophile. En
effet, une mutation hétérozygote du géne de Notch induit la formation d’une encoche sur I’aile
des drosophiles. Le géne fut donc nommé Notch qui est le terme anglais pour encoche (Mohr,
1919). La voie Notch a par la suite été impliquée dans de nombreux processus du
développement embryonnaire depuis ’oursin jusqu’a I’Homme. Au niveau cellulaire,
I’activation de la voie Notch peut avoir de nombreuses conséquences telles que 1’apoptose, la
différenciation ou encore la prolifération et ce a tous les stades du développement dans de
nombreux tissus ou organes (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). En particulier, la voie Notch est
nécessaire au développement thymique des lymphocytes T (Pui et al., 1999), ainsi qu’a la

polarisation de ces derniers, une fois présents en périphérie (Amsen et al., 2015).

Les récepteurs et les ligands de la voie Notch

L’activation de la voie Notch est induite par la fixation d’un de ses ligands sur ’'une des
isoformes de son récepteur. Il existe 4 isoformes du récepteur Notch nommées Notch 1 a 4. Les
récepteurs de la voie Notch sont des protéines transmembranaires de type I. Notch est en
premier lieu traduit sous la forme d’un monomere, puis avant son intégration dans la membrane
plasmique, le récepteur Notch subit un clivage post-traductionnel au niveau du site S1, situé a
70 acides aminés du domaine N terminal. (Clivage S1). Ce clivage est réalisé au sein de
I’appareil de golgi par une protéase de type furine (Logeat et al., 1998). 1l en résulte un
hétérodimere maintenu par des liaisons non covalentes dépendantes du calcium (Rand et al.,
2000). Cet hétérodimere est constitué de deux polypeptides, le domaine extracellulaire nommé
« Notch extracellular domain » (NECD) et le fragment transmembranaire. Ce dernier est
constitué d’un court fragment de 70 acides aminés extracellulaires, du domaine

transmembranaire et du « Notch intracellular domain » (NICD). NECD est constitué de 29 a 36
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répétitions de type « epidermal growth factor » (EGF), le nombre de répétitions variant d’une
isoforme de Notch a I’autre. Parmi toutes ces répétions, les domaines EGF 11 et 12 sont les plus
importants puisqu’ils suffisent a 1’interaction ligand/récepteur (Hambleton et al., 2004; Rebay
et al.,, 1993). Apres le NECD se trouve la région «negative regulatory region » (NRR)
composée de 3 domaines de type Lin 12/ Notch (LNR) riches en cystéines et du domaine
d’hétérodimérisation (HD). C’est dans cette région que le clivage S1 a lieu et ou le NECD est
lié de facon non covalente au fragment transmembranaire. La région NRR est cruciale pour
prévenir ’activation de la voie Notch en I’absence de ligand (Gordon et al., 2007). Lors de la
fixation du ligand sur le récepteur Notch, la région NRR change de conformation, permettant
I’acceés au site de clivage 2 (clivage S2). Apres la région NRR se trouve la partie
transmembranaire qui contient le site de clivage 3 (clivage S3) nécessaire a la libération du
dernier domaine de Notch, le NICD. NICD est composé d’un domaine « RBP-Jk-associated
molecule » (RAM), de sept répétitions ankyrines liées a deux séquences de localisation
nucléaire (NLS), d’un domaine d’activation de la transcription (TAD) et d’un domaine PEST
(Pro-Glu-Ser-Thr) (Chillakuri et al., 2012) (Figure 26). Le domaine RAM et les sept répétitions
ankyrines sont impliquées dans I’interaction du NICD avec des facteurs de transcription
régulant I’expression des geénes cibles de Notch (Tamura et al., 1995). Le domaine TAD est
retrouvé dans les isoformes 1 et 2 de Notch mais pas dans Notch 3/4. Enfin, le domaine PEST
permet la régulation par dégradation protéolytique du NICD. L’absence de ce domaine est un

facteur responsable de la leucémie lymphoblastique aigué (Weng et al., 2004).

L’activation de la voie de signalisation Notch se fait principalement par la fixation d’un
ligand de la famille DSL, le nom de cette famille provient d’un domaine présent au sein de ses
ligands, le domaine Delta, Serrate et Lag2 (DSL) (Tax et al., 1994). Chez les mammiferes les
ligands DSL sont composés de 5 membres séparés en deux familles, Delta-like (Delta-like 1, 3
et4, DI11/3/4) et Jagged (Jagged 1 et 2) (Figure 27). Cette classification est faite par homologie
aux 2 ligands présents chez la drosophile Delta et Serrate (Kopan, 2012). Les ligands DSL sont
des protéines transmembranaires de type I composées d’une région N terminale suivie d’un
domaine DSL et de nombreuses régions EGF disposées en tandem (liant ou non le calcium). Le
domaine DSL est nécessaire a I’interaction entre ligand et récepteur mais il n’est pas suffisant
(Shimizu et al., 1999). Des mutations au niveau de ce domaine sont associées a une perte de la
signalisation de la voie Notch. Par exemple, les mutations de DSL dans le ligand Jagged 1 sont

responsables chez ’Homme du syndrome d’Alagille (Warthen et al., 2006). Le syndrome
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d’Alagille est caractérisé par un défaut de développement des voies biliaires intra-hépatiques,
d’une cardiopathie congénitale, d’un faci¢s caractéristique, d’une déformation typique des
vertebres et d’une anomalie oculaire typique. De plus, le domaine « Delta and OSM-11-like
proteins » (DOS) a été identifi€ comme coopérant avec DSL pour permettre la liaison
ligand/récepteur (Cordle et al., 2008). Ce domaine est retrouvé dans les ligands DIl1, Jagged 1
et Jagged 2. En plus des domaines DSL et DOS, le domaine N terminal semble conservé entre
les différents ligands DSL. Il peut €tre subdivisé en deux régions N1 riche en cystéine et N2
dépourvue de cystéine (Parks et al., 2006). Ce domaine N terminal a son importance dans
I’endocytose du ligand de Notch et une bonne signalisation de la voie Notch. Une mutation de
ce domaine peut étre responsable également du syndrome d’Alagille. A proximité de la
membrane plasmique, se trouve un autre domaine riche en cystéines pour les ligands Jagged 1
et Jagged 2. Enfin, le domaine intracellulaire de ces ligands est celui qui présente le moins
d’homologie entre les différents ligands et son rdle est encore mal défini. Il peut étre
ubiquitinylé, il peut également disposer d’un domaine « PSD-95/Dlg/Z0-1 » C terminal qui
peut interagir avec le cytosquelette d’actine mais dont le role est lui aussi mal défini voir

indépendant de la signalisation de Notch (Pintar et al., 2007).

Les ligands de la famille DSL correspondent aux ligands dits « canoniques » de la voie
Notch, par opposition aux ligands « non canoniques » qui ne disposent pas de domaine DSL et
ayant des formes et des domaines protéiques tres variés. Les ligands non canoniques peuvent
étre des protéines transmembranaires, liées a la membrane par le glycosylphosphatidylinositol
ou encore peuvent étre des molécules sécrétées (D’SOUZA et al., 2010) (Figure 28). Parmi les
ligands transmembranaires, il existe le « Delta/Notch-like EGF-related receptor » (DNER),

dont la structure et les rdles seront détaillés dans les parties suivantes.

L’activation de la voie Notch

La voie de signalisation Notch requiert un contact intercellulaire et repose sur
I’interaction directe entre un ligand et le récepteur Notch. L’activation de la voie Notch
implique une série de clivages protéolytiques successifs du récepteur (Figure 29). Le premier
le clivage S1 a lieu avant D’interaction avec le ligand, lors de la synthése du récepteur, il

prédispose le récepteur a sa signalisation. Le clivage S2 est consécutif a la liaison du ligand sur
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le récepteur. En effet, la liaison récepteur/ligand induit un changement de conformation de la
région NRR permettant un acces au site S2. Ce serait I’induction de 1’endocytose du ligand avec
le NECD qui exercerait une force sur le domaine NRR afin de modifier sa conformation
(Gordon et al., 2015). Une mutation de cette région empéche la NRR d’auto-inhiber la
signalisation en absence de ligand, et induit donc une signalisation non régulée de Notch ayant
pour conséquence une leucémie (Malecki et al., 2006). Le clivage S2 a lieu du coté
extracellulaire et est catalysé par une « A-Disintegrin-And-Metalloprotéase » (ADAM10/17),
ce clivage est suivi par le clivage S3 du coté intramembranaire grace au complexe y-sécrétase
permettant la libération du NICD. Le complexe y-sécrétase est constitué de 4 protéines : la
préséniline, la nicastrin, ’anterior pharynx-defective 1 (Aph-1), et la presenilin enhancer 2
(Pen-2). La préséniline est le composant possédant 1’activité catalytique de la y-sécrétase
néanmoins toutes les protéines de ce complexe sont nécessaires a I’activité y-sécrétase (Wolfe,
2019). Suite a sa libération dans le cytosol, le NICD est transloqué dans le noyau grace a ses
deux séquences NLS. Dans le noyau il va se complexer au niveau de son domaine RAM avec
la protéine de liaison a 'ADN ; RBPJk aussi connue sous le nom de CSL (CBF1, Su(H), LAG1,
d’apres ses orthologues chez les mammiferes, la drosophile et C. elegans). La liaison du NICD
avec RBPJk permet le recrutement de Mastermind-like protein (MAML) (Nam et al., 2006). La
liaison de ce complexe au niveau des promoteurs des genes cibles de Notch induit leur
expression. En absence de NICD, RBPJk est complexé avec des corépresseurs qui inhibent la
transcription des cibles de Notch. Ils existent de nombreux genes cibles de Notch, les mieux
caractérisés sont les familles de facteurs de transcription a hélice-boucle-hélice « hairy and
enhancer of split » (HES) et « Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif protein »
(HEY). Ces genes sont impliqués dans le devenir cellulaire (Bray and Bernard, 2010). D autres
cibles comme c-Myc ou encore la cycline D sont connues pour induire la prolifération

cellulaire.

En plus de ce modele d’activation, des études plus récentes rapportent un mode
d’activation dit non canonique de la voie Notch, indépendant du ligand et de RBPJk. A la place,
la voie Notch interagit avec les voies PI3K, mTORC2, AKT, Wnt, NFkB, ou HIF-1a au niveau
cytoplasmique et/ou nucléaire. La signalisation non canonique de la voie Notch est capable de
réguler la survie, le métabolisme et la différenciation des cellules. En effet, les premicres
preuves de 1’existence d’une voie non canonique de Notch proviennent de la recherche sur le

cancer. Lors de I’utilisation d’inhibiteur de la y-sécrétase (GSI) sur des cellules tumorales,
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toutes les actions de Notch n’étaient pas inhibées ce qui a permis de mettre en évidence une
voie indépendante du clivage du NICD (Ayaz and Osborne, 2014). Par exemple, dans la
leucémie aigué lymphoblastique, Notch 3 est capable de maintenir 1’activation de la voie NF-
kB en interagissant avec IKKa (Vacca et al., 2006). La voie non canonique de Notch, dans le
cas de cancers du col de I’utérus, est également capable d’induire 1’activation de la voie PI3K
(Veeraraghavalu et al.,, 2005). De plus, cette voie semble dépendre d’une protéine
cytoplasmique, nommée Deltex (Yamamoto et al., 2001). Néanmoins son mode d’action n’est
pas encore clairement établi. Deltex a été retrouvé localisé dans le noyau, il pourrait ainsi servir
de facteur de transcription (Yamamoto et al., 2001). Cependant, I’expression de Deltex peut
étre induite par Notch. Deltex est également impliqué dans le rétrocontrdle négatif de la voie.
En effet, Deltex participe a la formation de complexes protéiques trimériques NOTCH-Deltex-
B-arrestine, médiant la dégradation des récepteurs Notch par une voie dépendante de
l'ubiquitination, puisque Deltex a une activité E3 ubiquitine ligase. Enfin, Deltex peut se lier
avec le NICD et ainsi bloquer I’association de ce dernier avec RBPJk, inhibant ainsi

I’expression des génes cibles de la voie canonique de Notch (Zhang et al., 2010).

Le ligand non-canonique DNER

Parmi les ligands non canoniques de Notch se trouve le ligand DNER. 1l s’agit d’une
protéine transmembranaire de type I. Il a été initialement mis en évidence au niveau des
dendrites et des corps cellulaires des neurones post mitotiques. Ce ligand est impliqué dans le
développement et la maturation des neurones du systeéme nerveux central. DNER est composé
de 10 répétions de domaine EGF dans sa partie extracellulaire et d’un court domaine
cytoplasmique composé de tyrosine et de leucine (Eiraku et al., 2002). La méme équipe a,
quelques années plus tard, mis en évidence que DNER qui est fortement exprimé par les cellules
de Purkinje, est capable d’interagir avec Notch et ainsi de servir de ligand dans le
développement des cellules gliales de Bergmann (Eiraku et al., 2005). Dans cette étude, les
auteurs ont mis en évidence que DNER est capable de se lier a Notch 1 dans les cellules de
Bergmann et d’activer la signalisation canonique (via la y-sécrétase) et non canonique (via
Deltex) de Notch dans ces cellules. De plus, les auteurs ont montré que 1’inhibition dans ces
cellules de la voie non canonique inhibe leur développement, ce qui n’est pas le cas lors de

I’inhibition de voie dépendante de la y-sécrétase. DNER est donc crucial pour un
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développement correct du cervelet. Pour preuve, des souris délétées du gene DNER présentent
une ataxie cérébelleuse (Tohgo et al., 2006). De plus, chez des patients atteints eux aussi
d’ataxie cérébelleuse, des auto-anticorps dirigés contre DNER ont été mis en évidence (de

Graaff et al., 2012; Shen et al., 2021).

Par la suite, le role de DNER dans la progression de certains cancers a été rapporté. En
effet, DNER pourrait servir d’oncogene en activant la prolifération, 1'invasion et les métastases
cellulaires dans les cancers de la prostate (Wang et al., 2017), le glioblastome (Sun et al., 2009),
le carcinome hépatocellulaire (Y. Liang et al., 2018) ou encore le cancer du sein (L. Wang et
al., 2019). DNER est surexprimé par les cellules cancéreuses de tumeurs mammaires. Il a été
démontré qu’il régule la transition épithelio-mésenchymateuse et protege de I’apoptose les
cellules du cancer du sein via I’activation de la voie Wnt/B-catenin. Une expression élevée de
DNER et de B-catenin sont associées a une plus faible survie (Z. Wang et al., 2020). Dans le
carcinome hépatocellulaire, il a été démontré que DNER induit une augmentation de la
prolifération, de I’invasion et de la migration des cellules cancéreuses en activant la voie

PI3K/Akt (Y. Liang et al., 2018).

De facon intéressante, il a également ét¢ montré que DNER est capable d’inhiber
I’adipogenese de CSA humaines et ce, en inhibant I’expression des facteurs de transcription de
la famille C/EBP. En effet, ’inhibition de I’expression de DNER par ARN interférant induit
une augmentation d’expression de genes adipocytaires tels que : PPARy ou FABP4 (Park et al.,
2010a). DNER a également €t€ mis en évidence griace a des études a grande échelle sur le
génome, comme étant un gene de susceptibilité au DT2 (Hanson et al., 2014a). De plus, la
mutation d’une paire de base (SNP) du géne de DNER et/ou de DII1, est également associée au
risque de développer un DT2 (Deng et al., 2015). DNER a également ét€é mis en évidence
comme étant un marqueur du développement des progéniteurs B-pancréatiques (Hald et al.,

2012a).

Enfin, trés récemment il a été démontré que DNER est impliqué dans I’inflammation
chronique. En effet, I’expression de DNER est augmentée au cours de la bronchopneumopathie
chronique obstructive (BPCO) (Ballester-Lépez et al., 2019). Dans cette étude, les auteurs ont
démontré que I’expression de DNER est induite dans les poumons des patients atteints de BPCO
et chez des souris soumises a de la fumée de cigarette pendant 6 mois. Ils ont par la suite
démontré que DNER est capable de se lier a Notch 1. Dans ce modele, la voie Notch interagit

avec la voie NFkB et induit ’expression d’IFNy par les macrophages de type 1 recrutés au sein
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du tissu pulmonaire. De plus, une autre étude a montré que I’expression de DNER augmente
dans les poumons de patients fumeurs. DNER est également un biomarqueur de I’inflammation
lié au syndrome de Parkinson (Jabbari et al., 2019). De plus, il a été montré par
« RNAsequencing », que la stimulation de CSA par le TNFa induit ’expression de 25 génes
liés a I’inflammation et le remodelage tissulaire, notamment DNER (Ting et al., 2021). Une
étude a mis en avant le potentiel role de biomarqueurs inflammatoires de DNER dans les
polyneuropathies motrices associées a I’obésité générale et abdominale (Herder et al., 2018;
Schlesinger et al., 2019). De plus, il a ét¢ démontré que 1’expression de DNER mesurée dans le
liquide cérébrospinal, de patients subissant des interventions chirurgicales de routine, est

corrélé avec I’'IMC (Larsson et al., 2015) (Figure 30).

Role de la voie Notch dans la polarisation et le développement des lymphocytes T

Toutes les cellules du systeme immunitaire proviennent des cellules souches
hématopoiétiques (HSC). Les HSC peuvent se différencier en progéniteurs lymphoides
communs qui pourront par la suite devenir des lymphocytes B ou T selon les stimuli re¢u par
les cellules. Si les progéniteurs lymphoides communs migrent vers le thymus, ils seront voués
a devenir des lymphocytes T. L’implication de la voie Notch dans certaines étapes clés du
développement des lymphocytes T a ét€ mis en évidence (Vijayaraghavan and Osborne, 2018).
En effet, suite a leur arrivée dans le thymus, les progéniteurs lymphoides, appelés lymphocytes
doubles négatifs (DN), puisqu’ils n’expriment ni les molécules CD4 ni les molécules CDS, vont
suivre un cycle de 4 stades DN1 a DN4, au cours desquels des réarrangements du TCR se
produisent. L’interaction entre DII4, exprimé par les cellules épithéliales thymiques, et Notch
au niveau des lymphocytes DN permet leur différenciation progressive. Ainsi le passage du
stade DN a DN1 et DN1 a DN2 et enfin DN2 a DN3 nécessite I’expression par les cellules
stromales thymiques de D114 et induit ainsi I’activation de la voie Notch dans les cellules DN
(Rothenberg et al., 2016; Schmitt et al., 2004; Schmitt and Zufiiga-Pfliicker, 2002). Les cellules
DN3 deviennent par la suite DN4. Elles sont nommées doubles positives car elles expriment a
la fois les molécules CD4 et CDS. La voie de signalisation Notch semble également impliquée
dans le passage du stade double positif vers le simple positif CD4 ou CDS. En effet, I’expression
d’une forme constitutivement active de Notch dans des thymocytes double positifs induit une

différenciation en lymphocytes CD8+ (Robey et al., 1996). Cependant, dans une autre étude, la
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délétion de Notch 1 dans des thymocytes de souris n’a conclu a aucun impact de cette délétion

vers la différenciation en lymphocytes CD4+ ou CD8+ (Wolfer et al., 2001).

La voie de signalisation Notch est également impliquée dans la polarisation des
lymphocytes T CD4+ naifs en périphérie. En premier lieu, il a été mis en évidence que
I’interaction entre DII1 et Notch 3 induit la polarisation des lymphocytes T en Thl. En effet,
’utilisation du ligand DII1 soluble a induit la production d’IFNy ainsi que 1’expression du
facteur de transcription spécifique des Th1l, TBX21. Ceci est conforté par la surexpression de
Notch 3 dans les lymphocytes naifs, a 1’aide d’un rétrovirus qui induit une forte sécrétion
d’IFNy associée a une diminution de I’IL-4 (Maekawa et al., 2003). In vivo, dans un modele
murin d’encéphalomyélite auto-immune caractérisé par la présence de nombreux lymphocytes
Thl, P'injection de GSI a réduit significativement les symptomes chez ces souris. De plus, les
auteurs ont démontré in vitro que Notch 1 régule directement 1’expression du facteur de
transcription TBX21, puisque le NICD associé¢ a RBPJk se fixe directement sur le promoteur
de TBX21 (Minter et al., 2005). Enfin, dans des PBMC de patients atteints d’anémie aplasique,
une pathologie liée aux lymphocytes Thl, NICD a aussi été retrouvé fixé au promoteur de
TBX21 (Roderick et al., 2013) et le traitement de ces mémes PBMC avec un GSI a permis de
réduire I’expression de TBX21. La voie Notch est également impliquée dans la polarisation des
lymphocytes Th2. En effet, une étude a montré que 1’expression de DIl1 ou de Jaggedl par les
cellules présentatrices d’antigene, induit respectivement la polarisation des lymphocytes en Thl
ou en Th2 (Amsen et al., 2004). Les auteurs rapportent que I’activation canonique de la voie
Notch est nécessaire a la polarisation Th2, notamment en induisant I’expression de GATA3 et
en régulant directement 1’expression de I’IL-4. D autres publications ont confirmé I’implication
de Notch dans I’expression de GATA3 en démontrant I’interaction NICD/ RBPJk au niveau du
promoteur de GATA3. De plus, la délétion de GATA3 a démontré que dans ce cas Notch
n’induit plus la polarisation en lymphocytes Th2 mais cette fois en Thl (Amsen et al., 2007;

Fang et al., 2007).

La voie de signalisation Notch permet également de polariser les lymphocytes vers le
sous-type Th17. Une étude a montré que 1’expression de DII4 induite dans les DC, par la
stimulation via le LPS, en présence d’IL-6 et de TGF-f, induit la production d’IL-17 par des
lymphocytes T (Mukherjee et al., 2009). Dans cette méme étude, 1’utilisation d’un GSI a permis
d’inhiber la production d’IL-17 alors méme que la protéine recombinante de D114 était présente,
ce qui confirme le réle de I’activation de la voie Notch par DIl4, dans la polarisation des

lymphocytes Th17. Les mémes auteurs ont montré que RBPJk est capable de se fixer
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directement au niveau des promoteurs de RORC et de I’IL-17 en réponse a I’activation de Notch
par DIl4. De plus, dans une autre étude 1’utilisation de GSI ou de siRNA dirigés contre Notch
a permis d’inhiber la sécrétion d’IL-17 et la polarisation des lymphocytes T en Th17 chez la
souris mais également chez ’Homme. La méme étude a montré que le NICD est capable de se
fixer directement sur les promoteurs de 1’IL-17 et de RORC et ce, en utilisant un vecteur
surexprimant le NICD (Keerthivasan et al., 2011). De plus, dans un modele murin de psoriasis
caractérisé par la présence de lymphocytes Th17 pathogéniques, 1’utilisation d’un GSI a permis
de diminuer le pourcentage de Thl7 pathogéniques au niveau des lésions ainsi que la

concentration d’IL-17A sérique chez les souris traitées (Y. Wang et al., 2020).

Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques ont également besoin de la voie Notch pour leur
différenciation. En effet, la surexpression de DIl au sein des DC induit une augmentation de
la différenciation des lymphocytes T cytotoxiques en activant le récepteur Notch 2 au sein des
lymphocytes. Dans la méme étude, il a été montré que le NICD de Notch 2 est capable de se
fixer avec des co-activateurs, au niveau du promoteur du granzyme B afin d’induire sa
transcription (Maekawa et al., 2008). De plus, I’absence de Notch 2 chez des souris ayant été
inoculées avec des cellules cancéreuses, a démontré un role essentiel de ce dernier dans la
réponse cytotoxique vis-a-vis de tumeur (Sugimoto et al., 2010). En accord avec ces résultats,
une étude a montré que le GSI induit une diminution d’expression de perforine et de granzyme

B par des lymphocytes CD8 cytotoxiques (Cho et al., 2009).

Implication de la voie Notch dans les complications métaboliques et 1’inflammation liés

a I’obésité

Implication de la voie Notch au niveau hépatique

Il a été démontré que I’hyperactivation de la voie de signalisation Notch dans les
hépatocytes induit une augmentation de la glycogénolyse et de la néoglucogenese conduisant
alors a une hyperglycémie. De plus, il a été observé que la voie Notch est hyperactivée dans le
foie des modeles de souris obeses (Valenti et al., 2013). L’effet activateur de la voie Notch sur
la production de glucose dans le foie passe principalement par la fixation du NICD et de FoxOl1
(un facteur de transcription) sur le gene de la sous-unité catalytique de la glucose-6-

phosphatase, enzyme limitante de la glycogénolyse et la néoglucogenese. L’activation de la
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voie Notch 1 via la surexpression du NICD dans le foie induit 1’expression de la glucose-6-
phosphatase et exacerbe I’insulino-résistance. L’inhibition par un GSI améliore la tolérance au
glucose et la sensibilité a I’insuline de souris nourries avec un régime hypercalorique (Pajvani
et al., 2011). De plus, le niveau d’activation de la voie Notch est corrélé a la résistance a
I’insuline chez la souris et chez ’Homme (Valenti et al., 2013). La voie Notch a également un
impact sur le phénotype des macrophages présents dans le foie. En effet, son activation induit
I’expression de marqueurs phénotypiques des macrophages M1 hépatiques (TNFa, ILIp,
iNOS). De plus, la stimulation par le LPS de macrophages hépatiques délétés pour Notch 1
induit une diminution de I’expression de ces marqueurs pro-inflammatoires en comparaison
aux macrophages provenant de souris sauvages et induit une diminution de 1’inflammation
hépatique globale (Xu et al., 2015). Enfin, la libération ciblée de GSI dans le foie de souris
obéses induit une diminution de I’inflammation hépatique, notamment en diminuant
I’expression de MCP-1 et de CD45 (marqueurs des cellules hématopoiétiques) et la présence

de macrophages (Richter et al., 2020).

Implication de la voie Notch au niveau du tissu adipeux

Au niveau du tissu adipeux, il a récemment été rapporté que 1’inhibition de la voie Notch
joue un rdle dans la conversion des adipocytes blancs en adipocytes beiges in vivo et de fait,
améliore le phénotype de souris obeses. En effet, la délétion de Notch 1 ou de RBPJ dans un
modele murin, diminue la quantité de tissu adipeux blanc, augmente la présence d’adipocytes
beiges par I’augmentation d’expression de UCP-1 et améliore la tolérance au glucose et la
sensibilité a I’insuline (Bi et al., 2014). De plus, les souris délétées pour ces genes présentes un
« browning » accéléré en réponse au froid par rapport aux souris sauvages. D’un point de vue
mécanistique, la voie Notch induit I’expression de Hes1 qui inhibe celle de Prdm16, Ppargcla
et Ppary. Ces trois génes sont des activateurs de la production d’UCP-1. De plus, chez des souris
sauvages obeses, I’injection intrapéritonéale d’un GSI réduit la quantité de tissu adipeux et le
poids de ces souris. La voie Notch a également un effet sur la polarisation des macrophages
présents au sein du tissu adipeux. La voie de signalisation Notch est activée dans le tissu adipeux
des animaux soumis a un régime hypercalorique (Bi et al., 2014). De plus, il a été démontré que
I’activation de la voie Notch induit la polarisation des macrophages du tissu adipeux en
macrophages M1 et ce, via la syntheése de IRFS8 et I’activation de NF-kB. De plus, I’inhibition
d’expression de JMJD3 via la voie Notch inhibe la polarisation vers les macrophages M2

(Appari et al., 2018).
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Implication de la voie Notch au niveau musculaire

L’interaction entre Notch et FoxO1 a également son importance dans le métabolisme
musculaire. En effet, la délétion spécifique dans le muscle de ce géne promeut la conversion
des fibres lentes a métabolisme oxydatif vers les fibres rapides glycolytiques (Kitamura et al.,
2007). Or, en utilisant des souris hétérozygotes pour FoxO1 et pour Notch 1 (c’est-a-dire ayant
un seul allele fonctionnel de ces genes), Pajvani et son équipe ont montré que durant un clamp
euglyclémique hyperinsulinémique, ces souris présentent une amélioration considérable de
I’entrée de glucose dans les cellules musculaires, en comparaison aux souris sauvages (Pajvani
etal., 2011). A I’inverse, la surexpression de Notch 1 induit une résistance a 1’insuline. De plus,
le role de « Delta like non-canonical Notch ligand 1 » (DIlk1) (un ligand non canonique de
Notch) dans I’inhibition de I’entrée de glucose musculaire et 1’insulino-résistance, a été mis
évidence. En effet, des souris délétées pour DIk1 et soumises a un régime hypercalorique,
présentent une diminution de la taille des adipocytes et du pourcentage de graisse corporelle
par rapport aux souris sauvages. De plus, cette délétion protége contre I’insulino résistance. Ces
effets, semblent médiés par I’augmentation par DIk1 de la translocation de GLUT4 et donc de
I’entrée de glucose. De maniére intéressante, I’expression de DIkl est corrélée a la masse

graisseuse et a I’insulino-résistance, chez I’Homme (Jensen et al., 2019).

Implication de la voie Notch au niveau vasculaire

La voie de signalisation Notch participe également a I’inflammation chronique au
niveau vasculaire. L'athérosclérose est une maladie inflammatoire aggravée par 1’obésité, au
cours de laquelle des lipides s’accumulent au sein des parois artérielles. De plus, au cours de
cette pathologie, des macrophages infiltrent les plaques d’athérome ce qui a pour effet
d’exacerber I’'inflammation dans ces zones. Des études ont montré que la voie de signalisation
Notch était activée dans les cellules endothéliales luminales aortiques au niveau des lésions
d’athérosclérose chez ’Homme. Ces cellules une fois la voie Notch activée, expriment des
cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-6, I'IL-8, IL-1B, ou encore des molécules
d’adhésion comme ICAM-1 (Liu et al., 2012). Le ligand de Notch, D114 semble impliqué dans
ce processus. En effet, le blocage de 1’interaction D114/Notch a 1’aide d’anticorps dirigés contre
Dll4 a permis de diminuer le développement de I’athérosclérose chez ces souris. De plus, ce

méme traitement a permis de diminuer, également, la calcification des plaques d’athérome, et
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de diminuer la résistance a D’insuline chez les mémes souris soumises a un régime
hypercalorique (Fukuda et al., 2012). Dans la méme étude, 1’inhibition de la signalisation
induite par D114 a permis de diminuer I’infiltration des macrophages dans le tissu adipeux de
ces souris elle-méme médiée par une diminution de I’expression de MCP-1. Le méme
traitement a également induit une diminution de la masse de tissu adipeux sous-cutané et
viscéral. Une autre étude a utilis¢ un modéle murin d’athérosclérose dans lequel les souris
déficientes en apoliprotéine E sont nourries avec un régime hypercalorique. L utilisation d’un
GSI a induit une diminution de I’accumulation de graisse au niveau aortique chez ces souris.
De plus, ce traitement a permis de supprimer l'activité migratoire des macrophages péritonéaux
murins primaires et de réduire 1'expression d'ICAM-1 par ce macrophages, entrainant une
diminution significative de l'infiltration des macrophages dans les plaques d’athéromes chez la

souris (Aoyama et al., 2009).

INTRODUCTION

Overweight and obesity are defined as excessive fat accumulation and can represent a danger
for health. According to the World health organization, in 2016 more than 1.9 billion adults
(Body mass index (BMI) > 25) were overweight and 650 million of them were obese (BMI>30).
Obesity and overweight can induce severe complications such as type 2 diabetes (T2D),
hyperlipidemia, atherosclerosis and hypertension. Moreover, obesity is also associated with
various types of cancer (Berger, 2018), chronic inflammatory diseases and autoimmune
diseases. During obesity, adipose tissue (AT) is progressively infiltrated by immune cells,
which substitute to resident cells. Indeed, lean AT is infiltrated by M2 macrophages and Tregs.
Atan advanced stage, obese AT is progressively infiltrated with proinflammatory immune cells,
such as: CD4+ Thl cells, CD8+ T-cells and macrophages (M1). CD8+ T-cells infiltrate AT
before macrophages and play a role in macrophage recruitment and activation. Indeed, genetic
depletion of CD8+ T-cells has been shown to decrease macrophage recruitment and AT
inflammation (Nishimura et al., 2009). In addition to Thl cells, Th17 cells, which secrete
IL17A/F, a cytokine able to spread inflammation towards other tissues and organs, have also

demonstrated their implication in AT inflammation. Thus, these cells contribute to the
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development of a proinflammatory environment in AT, leading to chronic inflammation. Such
an inflammation induces a decrease in adipocyte insulin sensitivity, an impairment of
adipogenesis and participates to the establishment of T2D. Our team has previously
demonstrated a leading role of ASCs from obese individuals (ob-ASC) in AT inflammation by
demonstrating that ob-ASC polarize T cells towards the Th17 cell subset (Eljaafari et al.,
2015b). The investigation of the molecular mechanisms responsible for the activation of Th17
by obese ASCs led us to demonstrated that inter-cellular interactions may play an important
role, since transwells between obASC and immune cells, as well as anti-ICAM-1 antibodies,

inhibited Th17 cell activation (Eljaafari et al., 2015, Pestel, 2020).

NOTCH receptors belong to a family of 4 transmembrane glycoproteins involved in the
transcriptional activation of genes implicated in progenitor cell self-renewal (Steinbuck and
Winandy, 2018). They have been shown to be involved in several developmental processes,
such as somitogenesis or neurogenesis (Pourquié, 2000). NOTCH is also implicated in insulin
sensitivity and inter-cellular communications between mesenchymal stem cells and dendritic
cells (Li et al., 2008). The NOTCH signaling pathway is activated subsequently to the binding
of ligands located at the membrane of a neighboring cell with NOTCH receptors. NOTCH
ligands are classified in two categories i.e: canonical or non-canonical. The canonical ligands
induce the activation of NOTCH pathway through a series of proteolytic cleavages to release
the NOTCH intercellular domain (NICD). Thus, when a canonical ligand binds to the NOTCH
receptor, the extracellular domain of the Notch receptor is cleaved by ADAM 10/17
metalloproteinases. Then, the transmembrane domain is cleaved by the gamma-secretase
complex (comprised of presenilin-1/2, nicastrin, PEN-2 and Aph-1) (Kopan and Ilagan, 2009).
This allows the NICD to translocate into the nucleus where it binds with adapter proteins called
RBPJk and Mastermind. This complex is then able to activate the transcription of NOTCH
target genes (Hes1, Hey, c-Myc) (D’SOUZA et al., 2010). Another contribution of NOTCH is
in the polarization of T lymphocytes, especially toward the Th17 cell subset (Shibata et al.,
2011). Thus, gamma secretase inhibition in an experimental model of autoimmune uveitis and
in a model of obese asthmatic mice have demonstrated the involvement of NOTCH in the
polarization of Th17 cells (Yin et al., 2020; Zeng et al., 2019).

Delta/Notch-like EGF-related receptor (DNER) is a type I transmembrane protein containing
10 EGF-like repeats in the extracellular domain, and is a non-canonical ligand of the Notch
pathway. DNER has been first described to play a role in cerebellum development (Eiraku et
al., 2005; Tohgo et al., 2006), but was further shown to i) modulate adipogenesis (Park et al.,
2010b), ii) be encoded by T2D susceptibility gene (Hanson et al., 2014b) and iii) be a marker
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Figure 1 : Upregulation of DNER expression in both sub-cutaneous and visceral AT in mice fed with a
hypercaloric diet. (A) Dner mRNA expression in VAT of mice submitted to a hypercaloric or chow diet. (B) Dner
mRNA expression in SAT, (C) Immunochemistry staining of DNER in VAT of mice submitted to a hypercaloric diet
(HFC) or chow (STC). (D) Correlation between glycemia (mg/dL). Values are expressed as mean +/- SEM, (A-B) n=7-
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of endocrine progenitors in the pancreas (Hald et al., 2012b). In addition, DNER has been
described to be involved in cancer progression (Sun et al., 2009; Wang et al., 2017). More
recently, DNER has been demonstrated to be a proinflammatory gene, able to activate
IFNy secretion in the chronic obstructive pulmonary disease (COPD) (Ballester-Lopez et al.,
2019).

Therefore, our hypothesis was that DNER interaction with NOTCH receptor could contribute
to initiate AT inflammation in subjects with obesity. To investigate this issue, in vivo
experiments were performed using an experimental model of mice deleted from the DNER gene
and fed with a hypercaloric diet. Moreover, an in vitro co-culture model with human ASC from
obese individuals and MNC, leading to Th17 cell polarization was used. Finally, the gamma
secretase inhibitor, a specific inhibitor of NOTCHI1, and siRNA against DNER were used to
analyze the contributions of the NOTCH pathway and DNER, in ASC-mediated Th17 cell

polarization.
RESULTS

Upregulation of DNER expression in both sub-cutaneous and visceral AT in mice fed with

a hypercaloric diet.

We first measured the mRNA expression levels of DNER in a C57BL/6 mouse model fed with
a hypercaloric (HFC) or chow diet (STC) for 16 weeks in white adipose tissues (WAT). DNER
mRNA expression was increased in both subcutaneous and visceral white adipose tissue (SAT,
and VAT, respectively) of HFC mice as compared to STC mice (Figure 1A and 1B). Supporting
these results, immunohistochemistry of WAT from HFC mice demonstrated a significant
increase of DNER cellular expression (Figure 1C). Thus, these results suggested that DNER
expression level may be positively associated withadipose tissue mass. Furthermore, a
significant correlation between DNER mRNA expression in VAT and glycaemia was observed,

supporting also a role for DNER in glucose metabolism (Figure 1D).

Metabolic phenotyping of male mice deleted from the Dner gene and fed a hypercaloric
diet.

To investigate whether DNER is involved in obesity and glucose metabolism alteration, we
then used mice deleted for the DNER gene (DNERKO) and analyzed their metabolism after 16
weeks of hyper- or normo-caloric diet. As control, 2 groups of wild-type mice were fed with
the same diets. The weights of DNERKO and WT mice were guite similar, during the 16-week

feeding with a normo-caloric diet (Figure 2A). As expected, feeding WT mice with a
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hypercaloric diet resulted in a progressive increase of body weight throughout the duration of
the challenge. However, DNERKO mice fed a hypercaloric diet (HFKO) gained less weight
during the 16 weeks of the hypercaloric diet than HFC mice, with significant effects observed
from the first week of the diet challenge (Fig. 2A). This was supported by the curves of body
weight gain (Supplementary Figure 1). The significant 22 % reduction of body weight observed
at the end of the 16 week-period of the hypercaloric feeding challenge, as shown by the area
under curve (Figure 2B) was associated with a significant reduction of adipose tissue mass, in
both SAT and VAT (Fig. 2C and 2D). We also observed a significant reduction of VAT mass
in DNERKO mice fed with a standard feeding condition (STKO) (Figure 2C), suggesting that
DNER is likely involved in VAT and SAT weight gain and in VAT mass regulation, as well.
Interestingly, as opposed to what was observed in HFC, the relative liver weight in HFKO mice
was not enhanced in response to the high-fat feeding (Figure 2E), as compared to SFKO, and
was significantly lower than that of HFC mice, suggesting a putative impact on liver steatosis.
This was confirmed by the measurement of liver triglycerides (TG), which accumulation was

reduced in HFKO versus HFC mice (Figure 3A).

Consistent with the reduced TG liver content, plasma TG as well astotal, free and esterified
cholesterol levels, were significantly reduced in HFKO mice as compared to HFC mice (Figures
3B-E). Total and esterified cholesterol were likewise significantly decreased in STKO versus
STC mice (Figure 3C and 3E), suggesting thus a key role of DNER in the physiological

regulation of lipemia.

We further characterized the DNERKO mice to determine their glucose tolerance and insulin
sensitivity. To this end, fasted mice were challenged with a bolus of glucose and glycaemia was
measured each 15 min for 90 min. Insulinemia was measured at its peak (15 min after the bolus
of glucose). DNERKO mice fed the high-fat diet and fasted for 6 h did not exhibit
hyperglycaemia, as opposed to HFC mice (Figure 4A). MoreoverHFKO were significantly less
intolerant to glucose than HFC mice following 14 weeks of hypercaloric diet (Figure 4B and
C). In addition, fasting insulinemia and glucose-induced insulinemic peak at 15 min were lower
in HFKO, as compared to HFC mice, suggesting a better glycemic response in DNERKO fed a
high fat diet (Fig. 4D and 4E). These data are consistent with the significantly reduced HOMA -
IR in HFKO, as compared to HFC mice (Figure 4F). Thus, these data indicate that DNERKO
mice fed a high fat diet had better glucose tolerance and insulin sensitivity than WT littermates.
Collectively metabolic phenotyping of DNERKO male mice suggests an active contribution of

DNER in obesity-mediated alteration of glucose and lipid metabolisms.
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DNER is involved in adipose tissue inflammation and immune cell infiltration in mice fed

with a hypercaloric diet.

Obesity is known to induce an infiltration of AT by pro-inflammatory immune cells, resulting
in AT inflammation. Therefore, we compared gene expression of various pro-inflammatory
cytokines in VAT and SAT of DNERKO and WT mice. The hypercaloric diet resulted in
increased mRNA expression levels of IFNy and TNFa in SAT and VAT, and of IL-6 in VAT,
in WT mice, as compared to STC mice (Figure SA-B). In HFKO mice, a downregulation of
IFNy mRNA expression was observed in both SAT and VAT, as compared to HFC mRNA
levels (Figure SA-B). However, TNFa decreased in SAT, but not VAT, probably due to the
highest levels of its expression in VAT. Moreover, a trend towards a decrease in IL-6 was
observed in VAT of HFKO mice, as compared to HFC mRNA levels. (Figure SA and 5B). Thus
these results suggested a role for DNER in obesity-mediated proinflammatory cytokine
secretion among AT. Because AT inflammation occurs subsequently to infiltration by
inflammatory immune cells especially in VAT, we then measured VAT macrophage infiltration
by labelling AT with markers for the total, or M1 macrophage population, i.e: F4/80, or CD86,
respectively. As expected, an increase in these two markers was observed in VAT of HFC, as
compared to STC mice. But, HFKO VAT displayed a significant decrease in these two markers,
as compared to HFC VAT levels. Moreover, and as expected, CD8+ T cells infiltrated HFC- at
higher levels than STC-VAT, but were less present in HFKO, as compared to HFC-VAT
(Figure 5C to 5E). Thus, altogether, these results demonstrate the contribution of DNER in
adipose tissue inflammation and immune cell infiltration, subsequently to an overfeeding

challenge of 16 weeks.

DNER contributes to ob-ASC-mediated Th17 cell polarization in a human in-vitro co-

culture model.

To confirm and extend these data in human, we then investigated the contribution of DNER in
a model mimicking AT infiltration by immune cells and resulting in inflammation. Indeed, by
using a co-culture model with human ob-ASC and MNC, and as shown in figures 6A and B,
we have reported that ob-ASC mediate IL-17A secretion, together with inhibiting

TNFa secretion, resulting in Th17 cell polarization (Eljaafari et al., 2015b).

To thus address whether DNER was involved in ob-ASC mediated Th17 cell polarization, we
transfected ob-ASC with a siRNA targeting DNER, and used these transfected cells in co-
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cultures with MNC. Interestingly, we observed a 41% decrease of IL-17A mRNA expression
levels, while DNER mRNA expression decreased by 48%, 55% and 70%, respectively in ob-
ASC, and co-cultures activated or not with phytohemagglutinin A (PHA) (Figure 6A and 6C).
However, the suppressive role of ASC towards PHA-induced TNFa secretion is independent
from DNER expression. Taken together, these data suggesting the specific involvement of
DNER expressed in ASC on MNC IL-17A production (Figure 6B).

We then investigated whether ob-ASC mediated inflammation could regulate DNER
expression. Therefore, we measured DNER expression prior and after the co-culture assay. As
shown in figure 6D, we observed that MNC did not express DNER mRNA, whereas obASC
expressed it at quite low levels. However, following 24 hours co-culture, a significant increase
in Dner mRNA expression levels was observed, whether immune cells were activated or not
with PHA, suggesting an inflammation-independent up-regulation of DNER in the co-cultures.
To test whether the inflammatory environment mediated by ob-ASC/MNC co-cultures could
play in turn a role in DNER regulation, we collected the conditioning medium (CM) from MNC,
or co-cultures following 24 hour activation with PHA, or not, and evaluated their effects on
fresh ob-ASC. Data shown in figure 6E demonstrated that DNER expression was up-regulated
by CM from PHA activated T cells, but was further amplified by CM from ob-ASC-MNC
activated co-cultures. Interestingly, interaction of ob-ASC with MNC did not lead to any
increase of DNER expression, suggesting thus the role of a secreted factor. Collectively, these
data suggest a positive regulation loop between DNER expression and ob-ASC mediated IL-
17A production.

The Notch pathway is involved in obASC mediated Th17 cell polarization.

Because DNER is a NOTCH ligand, we then investigated the role of the NOTCH pathway in
ob-ASC mediated Th17 cell polarization. To this end, we used DAPT (ref), an inhibitor of the
y-secretase, , in the human co-culture model or vehicle DMSO, as control. Whereas, as expected
, levels of IL-17A secretion increased concomitantly with a decrease of TNFa levels, addition
of DAPT, but not DMSO, throughout the 48 hours co-culture assay, resulted in a significant
inhibition of IL-17A secretion together with a restoration of TNFa production (Figure 7A),
validating thus our hypothesis on the contribution of the NOTCH pathway in ob-ASC mediated
Th17 cell polarization. To define the cell lineages in which the NOTCH pathway was activated,
we then primed MNC or ob-ASC with DAPT, and washed them, prior to co-culture. As shown
in figure 7B, while DAPT demonstrated an inhibition of IL17A mRNA expression, priming ob-
ASC with DAPT did not reduce IL-17A mRNA expression levels, as opposed with MNC
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priming which resulted in a significant inhibition of IL-17 mRNA expression. Thus, these
results suggested that ob-ASC may activate IL17A production in T cells, through activation of
the NOTCH pathway. Four isoforms of the NOTCH receptor have been described, but NOTCH
1 has already been reported to be involved in Th17 cell polarization in two models of
autoimmune uveitis and in obese asthmatics mice ((Yin et al., 2020; Zeng et al., 2019).
Therefore, we used Crenigacestat, a specific inhibitor of the NOTCHI1 pathway (Mancarella et
al., 2020), in the co-culture assays, and observed a significant and dose-dependent decrease in
IL-17A secretion. Moreover, like DAPT, Crenigacestat restored TNFa secretion, although
partially, since a significant increase was observed at 10uM (Figure 7C). Taken together, these
results strongly suggested the involvement of the NOTCH1 pathway in obASC-mediated Th17

cell activation, and inhibition of Th1 cells.

Experimental Procedures

a) ASC isolation and expansion

ASC were isolated from residues of bariatric surgery of obese subjects after collagenase
digestion. Collagenase action was quenched by the addition of DMEM: F-12 medium
supplemented with 10% heat inactivated fetal calf serum (FCS). The released stromal
vascular fraction was recovered by centrifugation. Residual red blood cells were lysed
by hypotonic shock and the ASC component of SVF was selectively expanded in
culture medium composed of DMEM: F-12 supplemented with 10% FCS, 2 mmol/L

L-glutamine and 100 U/mL penicillin-streptomycin.
b) Mononuclear cells isolation

Mononuclear cells (MNC) were harvested from healthy human peripheral blood by

density gradient centrifugation. MNC were stored in liquid nitrogen prior to use.
¢) Co-culture assays

ASC were harvested and seeded for 18-24 h in RPMI 1640 supplemented with 10% FCS, 2
mmol/L L-glutamine, 100 U/mL penicillin-streptomycin and 2% sodium bicarbonate.

MNC were co-seeded for 48 h in the presence or absence of phytohaemagglutinin (PHA) to

activate T lymphocytes. Supernatant was harvested after 48 h, and frozen. To inhibit Notch
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pathway, DAPT (a gamma secretase inhibitor: GSI) was added to culture. An another GSI
specific to Notch 1 was also used, Crenigacestat. Cells were also previously incubated with

siDNER to evaluate the effect of DNER inhibition.
d) RT-qPCR.

Total RNA was extracted from co-cultures using the Tri Isolation ReagentTM. RNAs were
stored at -80°C. cDNA was synthesized from 250 ng of total RNA using the PrimescriptTM
RT reverse transcription kit (Takara, Dalian, Japan) according to the manufacturer’s
instructions. Quantitative PCR was performed in duplicate on a Rotor-gene Real-time PCR
System, using the Absolute TM qPCR SYBR Green Mix (ABgene, Illkirch, France).
Quantitative data were defined by threshold cycle (Ct) normalized for the housekeeping gene

TATA Box Binding Protein (TBP).

e) Cytokine secretion measurement.

IL-17A secretion was measured by sandwich ELISA, using the corresponding antibodies.
f) Mice.

Wild type (WT) and DNER knockout mice (DNERKO) were fed with a hypercaloric or chow
diet for 16 weeks. Weight and glycaemia were monitored, and AT were harvested to measure

pro-inflammatory cytokines expression by RT-qPCR.
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Figure 7 : The Notch pathway is involved in obASC mediated Th17 cell polarization. (A)
MNC were activated with PHA in the presence or absence of ob-ASC and DAPT at 50 pM.
IL-17A and TNFa secretion was measured by ELISA. (B) ob-ASC or MNC were primed with
DAPT during 24h washed and co-cultured. IL-17A expression was measured by RT-qPCR.
(C) MNC were activated by PHA in the presence or absence of ob-ASC and Crenigacestat at
0,1, 1 or 10 pM and IL-17A and TNFa secretion were measured by ELISA. Values are
expressed as mean +/- SEM, n= 3 experiments, *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001, ****
p<0,0001.
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Discussion et perspectives
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Dans I’obésité peu d’études se sont intéressées au role de DNER. Néanmoins, deux
études suggerent le rdle de DNER comme biomarqueur dans les polyneuropathies motrices
associées a I’obésité générale et abdominale (Herder et al., 2018; Schlesinger et al., 2019) et
une autre ¢tude a observé que I’expression de DNER mesurée dans le liquide cérébrospinal, de
patients subissant des interventions chirurgicales de routine, est corrélée a I’'IMC (Larsson et
al., 2015). Ces différentes études suggerent donc un possible role de DNER dans 1’obésité. De
plus, dans un autre modele de pathologie inflammatoire chronique tel que la
bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO), DNER semble également impliqué dans
les mécanismes conduisant a I’inflammation du tissu épithélial pulmonaire, via I’activation de
la voie Notch et la production d’IFNy. En effet, dans cette pathologie une augmentation de
I’expression de DNER au sein des poumons des patients atteints de BPCO a été observée en
comparaison a des poumons de patients sains ainsi que dans les poumons de souris soumises

pendant 6 mois a de la fumée de cigarette (Ballester-Lopez et al., 2019).

Afin de valider le role de DNER dans 1’obésité et notamment dans I’inflammation du
tissu adipeux, nous avons développé un modele murin de souris KO pour DNER et les avons
soumises pendant 16 semaines a un régime normocalorique ou hypercalorique et les avons
comparées a des souris sauvages soumises a ces deux mémes régimes. En ce qui concerne le
métabolisme glucidique, nous avons montré que la délétion de DNER chez les souris soumises
a un régime hypercalorique (HFKO) réduit leur glycémie et améliore leur réponse au glucose
lors d’un GTT en comparaison aux souris sauvages soumises au méme régime (HFC) (Figure
2). Pour rappel, DNER est un ligand de la voie Notch. Confortant nos résultats, il a ét€ montré
que I’utilisation d’un inhibiteur de ’activation de la voie Notch (GSI) chez des souris rendues
obéses par surnutrition, améliore leur tolérance au glucose et diminue leur glycémie, c’est
également le cas chez des souris ob/ob (Pajvani et al., 2011). Par ailleurs, nous avons également
montré que les souris HFKO présentent une diminution de I’insulinémie a jeun par rapport aux

souris HFC (Figure 4).

En plus des effets du KO de DNER sur le métabolisme glucidique, nous avons
également observé que les souris HFKO présentent une diminution significative du gain de
poids par rapport aux souris HFC. Cette diminution du gain de poids était associée a une
diminution de la masse du TAsc et du TAvis et également de la masse du foie (Figure 2). En

accord avec nos résultats, une étude utilisant des souris déficientes pour Notch 1 et rendues
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obeses par surnutrition, a également montré une diminution du poids du TA. De plus, dans la
méme étude les auteurs ont montré que des souris génétiquement obeses (0b/ob) traitées par un
GSI présentent une diminution de la masse totale, de la masse de leur TAsc et de leur TAvis
ainsi qu’une diminution de la masse hépatique, corrélée a une diminution de I’accumulation de
lipides dans le foie impliquant donc Notch 1 dans 1’obésit¢ (Bi et al., 2014). De facon
intéressante, dans notre modele de souris HFKO nous avons également retrouvé une diminution
des triglycérides hépatiques par rapport aux souris HFC. Nous avons également mis en évidence
une diminution significative du cholestérol plasmatique libre et estérifié chez ces souris (Figure
5). Or, chez des patientes en obésité sévere ou atteinte de stéatose hépatique non alcoolique, il
a été mis en évidence une corrélation entre 1’expression de HESS5 (un geéne cible de Notch) avec
le « sterol regulatory element-binding protein 1¢ » (SREBPIc), une protéine impliquée dans la
lipogenese. De plus, chez ces mémes patientes une corrélation positive entre 1’expression de
Notch 3 et celle de plusieurs genes impliqués dans le métabolisme lipidique hépatique a été
observée, notamment SREBPIc, la « fatty acid synthase » ou encore 1’acetyl CoA carboxylase
1 (Auguet et al., 2020). Tous ces résultats démontrent un role de Notch 1 ou 3 dans
I’augmentation de la masse de tissu adipeux d’une part, et le métabolisme lipidique au niveau
hépatique d’autre part. Notre modele de souris HFKO pour DNER, nous permet donc de
suggérer que le ligand DNER pourrait étre impliqué dans 1’activation de la voie Notch observée

chez les souris obeses, et induisant une accumulation de lipides au niveau du TA et du foie.

Du fait du role probable de DNER dans I’inflammation du TA, nous avons par la suite
mesuré 1’expression des cytokines pro-inflammatoires présentes dans les TAsc et TAvis des
souris sauvages ou DNERKO. Nous avons également évalué I’infiltration macrophagique et
lymphocytaire au sein de ces mémes tissus. Nous avons pu montrer une diminution
d’expression de I’'IFNy et du TNFa dans le TAsc des souris HFKO par rapport aux souris HFC.
Dans le TAvis nous avons également observé une diminution de I’IFNy mais seulement une
tendance a la diminution de I’expression du TNFa et de I'IL-6 chez les souris HFKO,
probablement lié¢ au fait que les niveaux d’expression de TNFa et d’IL-6 sont nettement plus
élevés dans le TAvis que dans le TAsc donc plus difficiles a inhiber (Figure 5). L’augmentation
de taille des adipocytes lors de 1’obésité est connue pour induire une hypoxie entrainant au sein
du TA une infiltration de lymphocytes T cytotoxiques dont le but est de lyser les adipocytes
hypertrophiques. Une infiltration de macrophages de type 1 est alors déclenchée par les
lymphocytes cytotoxiques pour phagocyter les cellules apoptotiques (Nishimura et al., 2009).

Nous avons donc voulu évaluer ces deux parametres au sein de notre modele de souris
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DNERKO surnourries. Pour ce faire, nous avons mesuré par immunohistochimie le marquage
de F4/80 (macrophages), CD86 (macrophages M1, DC activées) et CD8 (lymphocytes T
cytotoxiques) au sein du TAvis. Nous avons observé une augmentation de ces trois marqueurs,
localisée autour des adipocytes (structures en couronne) chez les souris HFC par rapport aux
souris sauvages nourries avec un régime standard (STC). De fagon intéressante, 1’expression de
ces trois marqueurs a été fortement diminuée dans le TAvis chez les souris HFKO pour DNER
par rapport aux souris HFC (Figure 5), validant donc qu’une forte diminution de I’infiltration
macrophagique et de ’infiltration lymphocytaire de type cytotoxique a lieu au sein du TAvis

de ces souris.

Ces résultats sont en accord avec ceux observés dans le modele de la BPCO
précédemment mentionné. En effet, dans ce modele les auteurs ont utilisé des souris déficientes
pour DNER et soumises a de la fumée de cigarette pendant 6 mois, pour mimer la BPCO
humaine, et ont montré au sein des poumons de ces souris, une diminution du recrutement des
macrophages M1 pro-inflammatoires en comparaison aux souris sauvages. De plus, une
diminution de I’expression d’IFNy a également été décrite dans ce modele (Ballester-Lopez et
al., 2019). Par ailleurs, confortant nos résultats, il a ét¢ observé une diminution d’expression du
marqueur CD68 (monocytes/macrophages) au sein du TAvis des souris 0b/ob suite a un

traitement par un GSI (Bi et al., 2014).

Comme DNER semble impliqué dans la stéatose hépatique au vu de nos résultats et au
vu des articles déja mentionnés il pourrait étre intéressant d’évaluer le degré d’infiltration
lymphocytaire et macrophagique au sein du foie des souris DNERKO versus sauvage. En effet,
la stéatose hépatique est associée a une augmentation de la présence de macrophages dans le
foie et de marqueurs de I’inflammation et une étude a montré que ’activation de la voie Notch
dans le foie induit I’expression de marqueurs de macrophages de type M1 (TNFa, IL183, iNOS)
(Xu et al., 2015). De plus, I’'inhibition de la voie Notch par un GSI spécifique au niveau
hépatique a permis d’induire une diminution de I’inflammation notamment via la diminution
d’expression de MCP-1 et de CD45 (marqueurs des cellules hématopoiétiques) et une
diminution de la présence de macrophages (Richter et al., 2020). Nous pouvons supposer que
dans les souris HFKO, I’'inflammation hépatique est diminuée. Conjointement aux résultats de
la littérature nos résultats suggerent que via son interaction avec Notch, DNER serait en partie
responsable de I’inflammation observée au sein du tissu adipeux de souris obeses, et

potentiellement dans le foie.
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Afin de mieux comprendre les mécanismes induisant I’inflammation du TA chez le sujet
obese, nous avons utilisé un modele de co-culture humain contenant des cellules souches
adipocytaires d’origine mésenchymateuse (CSA) de sujets en état d’obésité et des cellules
mononuclées du sang (CMN) co-activées par la PHA. Dans ce modele, la présence de CSAob
induit la sécrétion d’IL-17A par les lymphocytes Th17 et inhibe la sécrétion de cytokines par
les lymphocytes Th1 (IL-2, TNFa). Par ailleurs, nous avons montré que I’interaction entre CSA
et CMN est nécessaire a la polarisation des Th17 a I’aide de filtres intercellulaires. Cependant,
I’utilisation d’un anticorps dirigé contre ICAM-1, n’a inhibé qu’en partie cette méme sécrétion
et de ce fait, nous a permis de suggérer que cette interaction pourrait étre liée a un autre
mécanisme moléculaire. Nous avons pensé a la voie Notch puisqu’elle nécessite un contact
intercellulaire pour étre activée et son activation est cruciale pour la différenciation et la
polarisation des lymphocytes T. De plus, en faveur de cette hypothese, le Dr Eljaafari avait
montré I’'importance de la voie Notch dans les interactions CSM et cellules immunes de type
dendritiques, pour I’induction de la tolérance lymphocytaire. Pour valider son implication dans
notre modele, nous avons utilisé un inhibiteur de cette voie (un GSI), lors des co-cultures. Nous
avons pu montrer que 1’inhibition de la voie Notch entraine une réactivation de la voie Thl, tel
que démontré par une augmentation de la sécrétion du TNFa et une inhibition de la sécrétion
d’IL-17A, suggérant donc le role de Notch dans la polarisation des CMN vers la voie Th17
médiée par les CSA (Figure 7).

Comme les CSA expriment également des récepteurs de Notch, pour savoir si
I’activation de la voie Notch a lieu au sein des CMN ou au sein des CSA, nous avons préincubé
les CSA ou les CMN en présence du GSI pendant 24 heures. Puis nous les avons lavées et co-
cultivées en présence de PHA et nous avons montré que seule la préincubation des CMN inhibe
I’expression d’IL-17A dans notre modele. Ceci nous a donc permis de confirmer que la voie
Notch est activée dans ce modele de co-culture et qu’elle est nécessaire a la polarisation des
CMN vers la voie Th17. Enfin, comme Notch 1 et Notch 2 sont connus tous les deux pour étre
impliqués dans la différenciation des lymphocytes T, nous avons utilisé un inhibiteur spécifique
de Notch 1, le Crenigacestat. En effet, le Crenigacestat (le second GSI utilisée dans cette étude)
a été décrit comme inhibant spécifiquement le clivage de Notch 1 mais pas celui de Notch 2,3
ou 4 et ce, dans plusieurs lignées cellulaires (Mancarella et al., 2020). Nous avons pu montrer
que la présence de ce dernier inhibe de fagcon dose dépendante la production d’IL-17A et
restaure la sécrétion de TNFa (Figure 7). En accord, plusieurs études ont montré in vitro et in

vivo que la voie Notch est impliquée dans la polarisation des Th17. Par exemple 'utilisation de
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GSI ou de siRNA dirigés spécifiquement contre Notch 1 a permis d’inhiber la sécrétion d’IL-
17 et la polarisation des lymphocytes T en Th17 in vitro de lymphocytes humains et murins
(Keerthivasan et al., 2011). La méme étude a montré que le NICD est capable de se fixer
directement sur les promoteurs de I’IL-17 et de RORC. De plus, in vivo dans un modele murin
de psoriasis, 1’utilisation du GSI a permis de diminuer le pourcentage de Th17 pathogéniques
au niveau des lésions cutanées, ainsi que la concentration d’IL-17A sérique chez les souris
traitées (Y. Wang et al.,, 2020). Enfin, dans un modele de souris asthmatiques obeses,
I’inhibition de la voie Notch a conduit a une diminution de la polarisation des lymphocytes

Th17 et la sécrétion d’IL-17A au niveau sérique (Zeng et al., 2019).

Parmi les ligands de la voie Notch, le ligand non canonique DNER a été impliqué dans
la susceptibilité au DT2, dans la modulation de 1’adipogenése et dans la différenciation des
progéniteurs § pancréatiques, ce qui nous a amené a suggérer son role dans notre modele. Nous
avons alors collecté le milieu conditionné (MC) issu de nos co-cultures activées par la PHA et
cultivé des CSAob en présence de ce MC. Nous avons pu montrer une surexpression de DNER
par les CSAob, suggérant le réle de I’inflammation médiée par I’interaction CSA et CMN dans
la surexpression de DNER (Figure 6). En accord avec ces résultats, une étude a montré que la
stimulation de CSA par du TNFa induit I’expression de DNER (Ting et al., 2021). Puisque nous
avions montré que Notch est impliqué dans la sécrétion d’IL-17A médiée par les CSA a I’aide
du GSI, nous avons voulu étudier le role de DNER dans cette fonction. Pour ce faire nous avons
utilisé un siRNA ciblant I’ARNm de DNER, et I’avons transfecté dans les CSA avant de co-
cultiver ces CSA avec des CMN activées par la PHA. Nous avons alors pu montrer que la
production d’IL-17A est inhibée en présence du siRNA de DNER. Par contre, cette inhibition
semble spécifique a 1’expression de I’IL-17A puisque ni le TNFa ni I’IFNy n’ont montré de
variation d’expression en présence du siRNA (Figure 7). De facon intéressante une autre étude
a mis en avant le role d’un autre ligand du récepteur Notch, DI1l4, dans la polarisation des
lymphocytes Th17. Ici, nous montrons que DNER peut également jouer un rdle dans cette
polarisation (Mukherjee et al., 2009). Pour savoir si D114 est impliqué dans notre modele, nous
avons donc inhibé son expression a 1’aide de siRNA au niveau des CSA et avons montré que
cette inhibition n’avait pas d’impact sur I’expression d’IL-17A (non-présenté dans la partie
résultats) suggérant donc que DIl4 n’est pas impliqué dans la polarisation des lymphocytes

Th17 par les CSA issues de sujets obeses.

Ainsi dans cette étude nous avons pu mettre en évidence le rdle de la voie de

signalisation Notch et de son ligand non canonique, DNER, dans I’inflammation du tissu
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adipeux des sujets obeses et dans le syndrome métabolique. La modulation de cette voie
pourrait permettre de trouver de nouvelles pistes de traitement dans I’inflammation chronique

de bas grade associée a 1’obésité.

I- Perspectives a court-terme

Pour finaliser cette étude plusieurs expérimentations sont envisageables. Nous
aimerions en premier lieu confirmer que 1’isoforme Notch 1 est impliquée dans le modele de
co-culture, et confirmer I’interaction physique entre DNER et Notch 1. Pour ce faire des
expériences d’immunofluorescence sont envisageables afin d’observer ou non la colocalisation
entre DNER et Notch 1. Cette interaction pourrait également étre visualisée a 1’aide d’une co-

immunoprécipitation de DNER, pour identifier sa liaison avec Notch 1.

Ensuite, toujours dans ce modele de co-culture, il serait intéressant de comprendre les
mécanismes d’activation de la voie de signalisation de Notch. En effet, cette derni¢re peut étre
activée de maniere canonique via la translocation du NICD dans le noyau ou non canonique en
interagissant avec d’autres voies de signalisation ou d’autres protéines. En premier lieu, mesurer
I’expression de Deltex connue pour participer a la signalisation non canonique de Notch parait
nécessaire. Cela donnerait un indice de son implication. Ensuite, nous avons montré
I’implication de la voie PI3K et de STAT3 dans la polarisation des lymphocytes Th17 (Eljaafari
et al., 2015a), puisque leur inhibition respective a diminué la sécrétion d’IL-17A. Or, la voie
non canonique de Notch est capable d’activer de facon indirecte la voie PI3K. Hes1 (une cible
de Notch) induit I’inhibition de PTEN, qui est lui-m&me un inhibiteur de la voie PI3K (Bailis
and Pear, 2012; Ni et al., 2021). Il serait donc trés intéressant d’évaluer 1’activation de la PI3K

en présence de GSI dans ce modele de co-culture.

Comme notre équipe a précédemment montré que ces adipocytes tout comme les CSA
issues de sujets en état d’obésité, sont capables d’induire la polarisation des lymphocytes Th17
(Chehimi et al., 2016) et qu’ils sont connus pour exprimer DNER (Park et al., 2010a), il serait
intéressant d’analyser si la modulation de DNER au sein des adipocytes par des siRNA,
pourrait inhiber la polarisation des lymphocytes Th17 médié par les adipocytes, ce qui
permettrait de démontrer le role de DNER dans I’inflammation médiée par les adipocytes. Ainsi
les adipocytes issus des CSA pourraient avoir un role dans I’inflammation du tissu adipeux et

les anomalies métaboliques. L’adipsine est une adipokine sécrétée par les adipocytes et ayant
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un réle protecteur vis-a-vis des cellules 3-pancréatiques puisqu’une étude a montré que les ilots
pancréatiques provenant de souris déficientes en adipsine, présentent une diminution de la
sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Lo et al., 2014). Or, une diminution de 1’insuline
plasmatique, ainsi qu’une baisse de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose a été observée
dans les souris DNERKO avec une baisse du nombre d’ilots 3, suggérant que la production
d’adipsine par les adipocytes puisse dépendre de DNER et jouer un role dans la production

d’insuline pancréatique. Cette hypothese serait vraiment intéressante a vérifier.

II-Perspectives a long terme

Ciblage de la voie Notch et de DNER

La mise en cause de la voie Notch et de DNER dans I’inflammation du tissu adipeux
chez le sujet en situation d’obésité nous laisse espérer la découverte de nouveaux traitements.
La méthode la plus simple pour inhiber la voie de signalisation Notch serait d’utiliser un GSI
soit de maniere préventive, soit de maniere curative notamment chez les obeses
métaboliquement atteints. Il en existe une centaine actuellement. Les GSI sont principalement
utilisés dans des études cliniques et précliniques pour traiter des cancers, telles que le cancer
colorectal, ou certains carcinomes. Chez ’Homme, I’inhibition de la voie Notch par un GSI
induit une diminution de la progression tumorale. Néanmoins, du fait du réle de Notch dans
I’homéostasie des cellules intestinales, le traitement par le GSI donne beaucoup effets
secondaires notamment intestinaux (Collins et al., 2021). Les effets secondaires les plus
courants sont diarrhée, nausées, fatigue, rash voire méme anémie (Venkatesh et al., 2018).
Aussi, certaines études cliniques voulant traiter des tumeurs solides métastatiques ont di
stopper le traitement du fait d’effets secondaires trop importants (Azaro et al., 2021). Les GSI
ont de nombreux effets secondaires du fait de leur non spécificité. Afin de limiter les effets
secondaires provoqués par les GSI, des systemes d'administration ciblée sont en
développement. Par exemple, des nanoparticules ciblant le foie dans lesquelles sont encapsulées
le GSI ont été utilisées chez des souris présentant une stéatose hépatique non alcoolique. Dans
ce modele, aucun effet secondaire intestinal n’a été observé, rendant ce type de voie
d’administration prometteuse (Richter et al., 2020). Une autre solution serait I’utilisation
d’anticorps directement dirigés contre le récepteur Notch ou contre un de ses ligands. Certains

anticorps spécifiquement dirigés contre Notch 1 ou Notch 2/3 ou encore certains anticorps
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ciblant D14 ont été développés et sont utilisés dans des essais cliniques contre le cancer
(Meurette and Mehlen, 2018). Néanmoins, des effets secondaires similaires a ceux décrits pour
les GSI, ont été observés suite a I’administration de ces anticorps. Ceci pourrait étre li€ au role
de Notch dans de nombreux organes. Comme nous avons impliqué DNER, un ligand non
canonique de Notch qui semble agir spécifiquement dans le tissue adipeux, l’utilisation
d’anticorps bloquant DNER pourrait étre envisagé contre I’inflammation du tissu adipeux des
sujets en situation d’obésité. Il faudrait en premier lieu évaluer la toxicité de 1’utilisation d’un
tel anticorps. En effet, des auto-anticorps dirigés contre DNER ont été retrouvés chez des
patients atteints d’ataxie cérébelleuse (de Graaff et al., 2012; Shen et al., 2021), cela pourrait
étre un frein a I’utilisation de tels anticorps chez des patients obeses. Par contre 1’utilisation de

peptides bloquants DNER pourrait avoir un intérét surtout si 1’on peut cibler le tissu adipeux.

D’autres molécules ont été décrites comme capables d’inhiber la voie de signalisation
Notch notamment dans le cas du cancer colorectal. Les molécules les plus intéressantes sont
celles ne déclenchant pas ou peu d’effets secondaires. Certaines bactéries probiotiques semblent
capables d’inhiber la voie de signalisation Notch. Par exemple les bactéries Lactobacillus
acidophilus et Bacillus subtilis ont permis dans un modéele murin de colite, d’inhiber
I’expression de DII1, DIll4, ou encore HESI. Néanmoins, I’effet de ces bactéries est
certainement local, au niveau de I’intestin. L’utilisation de ces probiotiques pour inhiber la voie
de signalisation Notch dans le tissu adipeux serait certainement difficile a mettre en place (Y.
Li et al., 2020; Haigin Wu et al., 2018). D’autres molécules présentes dans les plantes, sont
également capables d’inhiber la voie Notch. La cucurbitacine en fait partie. Elle est présente
chez certaines plantes notamment les cucurbitacées (courges et gourdes). La cucurbitacine est
capable de se fixer aux répétitions ankyrines présentes au niveau du NICD du récepteur Notch,
inhibant son activation. De plus, la cucurbitacine réduit I’expression des 4 isoformes du
récepteur Notch, plusieurs ligands canoniques de Notch ainsi que celle des composants de la y-
sécrétase (Dandawate et al., 2020). La quercétine, un polyphénol, est également capable
d’inhiber ’expression de Notch-1 ainsi que celle du complexe y-secrétase par des cellules
cancéreuses colorectales. (Pu et al., 2021). La consommation d’extrait de Ziziphus spina-christi
enrichi avec du thé vert a démontré une amélioration du métabolisme dans un modele de
stéatose hépatique non alcoolique de rat. En effet, cette combinaison de molécules a diminué le
poids corporel, amélioré le profil lipidique et la sensibilit¢ a 1’insuline de ces rats. Cette
combinaison a également inhibé le niveau circulant de TNF-a et augmenté celui d'adiponectine

chez ces rats. L’effet protecteur de 1’extrait Ziziphus combiné au thé vert, contre la NAFLD,
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Figure 31 : Schéma de conclusion. Les CSAob induisent I’activation des lymphocytes
Th17 et des monocytes/macrophages. Nous avons mis en évidence I’implication d’ ICAM-1/LFA-1
ainsi que celle du récepteur Notch et de son ligand DNER dans cette activation. L’activation de la
voie Notch au niveau des lymphocytes induit leur polarisation en Th17 et la sécrétion d’IL-17A.
L’IL-17A est capable de propager I'inflammation en induisant I’expression d’IL-6 et d’IL-1P par
les CSAob et les macrophages, respectivement. De plus, I’environnement inflammatoire contenant
notamment de I'IL-6 inhibe I’adipogenése et la réponse a I’insuline des adipocytes. Enfin, les
omega-3 sont capables d’inhiber spécifiquement la sécrétion d’IL-17A via un mécanisme
impliquant ICAM-1.
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passe par l'inhibition de I'activité hépatique de la caspase-3 et I’inhibition de l'expression de

Notch 1 et de Hesl.

Ensuite nous avons montré dans 1’article numéro 2, que les -3 (ALA, EPA, DHA) sont
capables d’inhiber la polarisation des lymphocytes Th17 médiée par les CSAob (Figure 31).
Nous avons démontré que pour ce faire, les -3 induisent une diminution de 1’expression
d’ICAM-1. LFA-1 est le ligand d’ICAM-1, il joue un r6le important dans les interactions
intercellulaires (Rothlein et al., 1986) et est exprimé par les leucocytes. Nos résultats suggerent
que I’inhibition d’ICAM-1 au niveau des CSA et des monocytes pourrait réduire la capacité des
monocytes et des macrophages a interagir avec les lymphocytes T. D’ailleurs, I’activation de
CMN par la PHA en présence d’ALA a fortement réduit la formation d’agrégats cellulaires.
Nous avons montré dans le dernier article que la voie de signalisation Notch et son ligand
DNER sont impliqués eux aussi dans la polarisation des lymphocytes Th17 médiée par les
CSAob. Il pourrait étre trés intéressant d’évaluer le niveau d’activation de la voie de
signalisation Notch et I’expression de DNER dans notre modele de co-culture en présence d’ o-
3. En effet, la DHA a ¢ét¢ décrite comme étant également capable d’inhiber I’expression
protéique de Notch 1 et de Jagged 1 dans les macrophages pulmonaires (Ali et al., 2016). Cela

pourrait contribuer a expliquer I’effet inhibiteur des ®-3 dans notre modele de co-culture.

Ces derniers composants proviennent soit de plantes, soit sont retrouvés dans certains
aliments mais dans tous les cas, ’effet sur DNER n’a jamais été étudi¢, ni méme 1’effet sur

I’inflammation du tissu adipeux.

Ciblage de 'IL-17A

Dans I’article numéro 1 nous avons mis en évidence le réle de I’'[L-17A dans la
propagation de I’inflammation (Figure 31). En effet, la fixation de I’'IL-17A sur son récepteur
induit au niveau des cellules cibles I’expression de cytokines inflammatoires telles que le TNFa,
I’IL-6 ou I'IL-1B mais également des chimiokines (CXCL8, CXCLI1, CXCLI10) et des
métalloprotéinases matricielles. D’ailleurs, dans notre étude, 1’utilisation d’anticorps bloquant
I’'IL-17A (Sécukinumab) a induit une diminution d’expression d’IL-6 et d’IL-1p par les
adipocytes soumis a un milieu conditionné pro-inflammatoire. Comme nous I’avons vu dans

les chapitres II et III, ces différentes cytokines sont impliquées dans 1’inflammation du tissu
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adipeux au cours de I’obésité et dans les dysfonctions métaboliques qui en résultent.
L’utilisation du Sécukinumab chez des personnes atteintes d’obésité pourrait donc étre un
traitement envisageable afin de moduler I’expression de ces cytokines inflammatoires et peut-
étre de réduire la résistance a I’insuline retrouvée chez ces patients. Le Sécukinumab est
d’ailleurs déja utilisé dans le traitement d’autres pathologies inflammatoires chroniques
impliquant les lymphocytes Th17, le psoriasis ou encore la spondylarthrites ankylosantes

(Aparicio et al., 2021; Blair, 2021).

Impact de la voie de signalisation Notch sur les pathologies inflammatoires associées a 1’obésité

Comme nous 1’avons vu dans le chapitre I, ’obésité est associée a un grand nombre de
comorbidités, notamment des pathologies inflammatoires chroniques. Les lymphocytes Th17
et 'IL-17A sont impliqués dans un certain nombre de ces pathologies comme la polyarthrite
rhumatoide, le psoriasis ou encore le cancer (Chehimi et al., 2017). Nous avons montré dans
cette étude que la voie de signalisation Notch est impliquée dans la polarisation des
lymphocytes Th17 (Figure 31). D’ailleurs d’autres auteurs ont confirmé ce résultat (Yin et al.,
2020; Zeng et al., 2019). Il pourrait étre intéressant d’évaluer 1I’implication de la voie Notch
dans ces différentes pathologies. D’ailleurs, la mise en cause de la voie Notch dans un modele
murin de psoriasis a déja été démontré (Y. Wang et al., 2020). En effet, les auteurs ont traité
des souris, ayant des 1ésions semblables a celles du psoriasis, avec un GSI. IIs ont alors montré
une atténuation des lésions cutanées chez les souris traitées. Cette amélioration est associée a
une diminution de I'infiltration des l1ésions par les lymphocytes T sécrétant de I’IL-17A. En
prenant en compte ces résultats, il pourrait €tre intéressant d’évaluer 1’expression du ligand
DNER au niveau de lésions cutanées dans ce modele mais également dans d’autres modeles

d’inflammation chronique impliquant I’'IL-17A.

L’obésité est également associée au développement de certains cancers. Dans le cas du
cancer du sein, la proximité du tissu adipeux et des cellules épithéliales mammaires favorise la
progression tumorale, notamment chez les patientes en état d’obésité (Kothari et al., 2020). De
fait, au cours de 1’obésité le tissu adipeux sécréte de nombreuses adipokines qui peuvent
influencer le développement tumoral en participant notamment a I’angiogenése tumorale
(Leptine, IL-6, VEGF) (Bougaret et al., 2017). De plus, I’'IL-17A au niveau intra-tumoral a été
retrouvé augmenté dans de nombreux cancers, notamment les cancers mammaires (Fabre et al.,
2018). 11 pourrait alors étre envisageable d’évaluer I’'impact de I’activation des Th17 médiée

par les CSAob sur la progression tumorale mammaire. Pour ce faire, nous pourrions incuber
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des cellules tumorales mammaires (MDA-MB-231, MCF-7) en présence des milieux
conditionnés inflammatoires provenant de nos co-cultures CMN/CSA de sujets en état
d’obésité. Il serait intéressant de mesurer I’expression de genes inflammatoires (IL-6), de genes
impliqués dans I’angiogen¢se (VEGF) ou encore dans le remodelage de la matrice
extracellulaire (MMP9). De plus, en utilisant un GSI dans nos co-cultures, nous avons mis en
¢vidence une diminution de la sécrétion d’IL-17A. Ainsi I’incubation de cellules tumorales en
présence de milieux conditionnés inflammatoires provenant d’une co-culture traitée au GSI,
nous permettrait de mettre évidence 1’implication de la voie Notch dans la progression tumorale

médiée par les CSAob.

Par ailleurs, le ligand DNER et la voie Notch sont impliqués dans la progression de
plusieurs cancers (cancers prostatiques, carcinome hépatocellulaire, ou encore cancer du sein)
(Wang et al., 2017), (Y. Liang et al., 2018) (L. Wang et al., 2019). D’ailleurs, DNER est
surexprimé par les cellules cancéreuses de tumeurs mammaires. Il a ét¢ démontré qu’il régule
la transition épithelio-mésenchymateuse et protége de 1’apoptose les cellules de cancer du sein
via I’activation de la voie Wnt/B-catenin. Une expression élevée de DNER et de -catenin est
associée a une plus faible survie (Z. Wang et al., 2020). Nous pourrions alors supposer que les
cellules tumorales elles méme pourraient, via I’expression de DNER, activer la voie Notch dans
les lymphocytes et induire leur polarisation en Th17. Afin de vérifier cette hypothese, une co-
culture entre CMN activées par la PHA et cellules tumorales exprimant DNER pourrait étre

réalisée.
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